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1. Introduccién

Desde la aparicion de la especie humana, y con especial intensidad desde la
Revolucion Industrial, la actividad antropica ha generado toda una serie de productos
quimicos previamente inexistentes en la naturaleza y extrafios para la vida (xenobioticos).
Los ecosistemas actuan como receptores ultimos de dichos compuestos xenobibticos,

donde sufren —entre otros- procesos de transformacién, degradacion y/o acumulacion.

La actividad del ser humano sobre la degeneracién de los ecosistemas se ha
convertido en la mayor amenaza actual para el equilibrio ecolégico del planeta, lo cual
incluye también la supervivencia de la propia especie humana. Esta inquietud fue recogida
en el Informe de la Comision Mundial sobre medio Ambiente y Desarrollo de Naciones
Unidas titulado “Nuestro Futuro Comun”. En este documento se advierte que la humanidad
debe cambiar su modo de vida y forma de interaccién con el entorno si no desea el
advenimiento de una era con niveles de sufrimiento humano y de degradacién ecoldgica

inaceptables.

Nace de esta manera el concepto de “Desarrollo Sostenible” como un modelo de
desarrollo en el que se satisfacen las necesidades del presente, sin comprometer la
capacidad para que las futuras generaciones puedan satisfacer las suyas propias (Enkerlin,
2004). En un modelo econémico (y ecoldgico) sostenible, las tasas de explotacion de
recursos deben ser iguales o inferiores a las tasa de regeneracion (produccién sostenible) y
las tasas de emision de residuos deben ser iguales (o inferiores) a las capacidades

naturales de asimilacion de los ecosistemas donde se emiten los residuos (Daly, 2004).

La dinamica ecolégica de nuestro planeta puede ser descrita, a escala global, a partir
de una serie de flujos (ciclos) de materia y energia. El suelo constituye un ecosistema
complejo de especial relevancia en la mayor parte de los ciclos biogeoquimicos globales. A
su vez, junto al agua y a la atmésfera, actua como receptor ultimo de ingentes cargas de
contaminantes que alteran significativamente su estructura y funcién, limitando su capacidad
de transformacion de materia y energia y comprometiendo su papel en el funcionamiento

global de la Biosfera.
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De entre todos los componentes biolégicos del suelo, el microbiano (compuesto
principalmente por bacterias, hongos y protozoos) es responsable de la mayor parte de los
procesos de degradacion y reciclado de la materia organica y de los compuestos quimicos,
constituyendo de este modo un eslabon de especial relevancia para el correcto
funcionamiento de los ciclos biogeoquimicos y determinante de la capacidad de

autodepuracion del ecosistema (Harris and Birch, 1989; Atlas and Bartha, 2002).

Los jabones y detergentes domésticos constituyen una importante fuente de
sustancias organicas e inorganicas descargadas al medioambiente, normalmente a través
de sistemas de evacuacion de aguas residuales urbanas e industriales por lo que se
produce una amplia dispersion de los mismos tanto en el entorno acuatico como en el
terrestre. La materia activa de los detergentes esta constituida por tensioactivos entre los

cuales se encuentra el Sulfonato de Alquilbenceno Lineal (LAS).

El presente trabajo de investigacion profundiza -a partir de la aplicacion de técnicas
quimicas, microbiolégicas y moleculares- en el impacto de un compuesto quimico
xenobiético de amplia difusion mundial (Sulfonato de Alquilbenceno Lineal, LAS) sobre la
estructura, funcion y composicién de la comunidad microbiana en el ecosistema edafico.
Igualmente, analiza la capacidad de biodegradacion del contaminante en el suelo por parte
de dicha comunidad microbiana. Constituye, por tanto, un avance en el conocimiento del
suelo como sistema receptor de compuestos contaminantes, del impacto de dichos
compuestos sobre la comunidad microbiana y del papel de la microbiota edafica en los

procesos de degradacion de xenobidticos.

En este apartado de Introducciébn se resumiran algunas de las principales
caracteristicas del suelo como ecosistema complejo, heterogéneo y diverso, prestando
especial atencion al papel funcional que desempefa la microbiota edafica. Seguidamente,
se analizara el origen, composicion e impacto ambiental de los detergentes como agentes
contaminantes xenobidticos y se relacionaran algunos de los efectos descritos sobre la

composicion, abundancia y biodiversidad de los microorganismos del suelo. Por ultimo, se
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procedera a la descripcién de algunas técnicas procedentes de los campos de la bioquimica
y la biologia molecular que han sido aplicadas en este trabajo de investigacion para el
estudio de la biodiversidad y funcionalidad de la comunidad microbiana de un suelo agricola

tras la adicion de un surfactante anionico (LAS).

1.1. EL SUELO COMO ECOSISTEMA HETEROGENEO Y DIVERSO

El suelo constituye la parte mas externa de la corteza terrestre y es resultado de la
meteorizacion de las rocas subyacentes y de toda una serie de procesos biogeoquimicos
posteriores. Puede definirse como un sistema de interaccién entre varias fases bien
definidas: una fase sdlida, constituida por materia mineral y organica, una fase liquida (agua)
y una fase gaseosa o atmosfera del suelo. La materia organica procede de la actividad de
los distintos organismos vivos del suelo y su composicién y cantidad es variable,
principalmente en funcién del tipo de cubierta vegetal. El sistema complejo que constituye el

suelo, alberga una gran riqueza de especies vegetales, animales y microbianas.

Los suelos se clasifican en distintos tipos en funcion a la importancia relativa de
cada uno de los componentes mencionados. Segun el informe sobre la proteccion del suelo
de la Comisién Europea (2001) se pueden distinguir hasta 320 tipos distintos de suelos en

Europa.

La estructura fisica (Fig. 1.1) del suelo se constituye en capas (horizontes) que
presentan distintas propiedades fisico-quimicas y biolégicas. La estructura en horizontes es
particular para cada tipo de suelo y no todos los horizontes se encuentran en todos los
suelos. Cada horizonte difiere en una o mas caracteristicas del superior o del inferior.

Usualmente se reconocen cinco tipos de horizontes (Porta et al., 2003):

- Horizonte O: Constituido por los primeros centimetros del suelo.

- Horizonte A: Generalmente rico en materia organica.
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- Horizonte B: Contiene elementos minerales finos trasladados por la accion
percolante del agua. Este es de coloracién mas intensa que el horizonte superior.
- Horizonte C: Formado por las fragmentaciones de la roca madre.

- Finamente se encuentra la roca madre pura, que normalmente se nombra con la

(s
A
B
!
o

letra D.

Horizontes edéaficos

Fig 1.1. Organizacion del suelo en horizontes edaficos

Como ha sido comentado anteriormente, el suelo cumple un papel esencial para el

sustento de la vida. Entre las principales funciones ecolégicas del suelo se encuentran:

- Ser fuente de alimentos para la produccion de biomasa.

- Actuar como medio filtrante y tampén

- Ser habitat de miles de organismos

- Ser el escenario donde ocurren los ciclos biogeoquimicos

- Ser fuente de materia prima indispensable para el ser humano, como los minerales.
- Ser el lugar donde se realizan la mayoria de las actividades humanas, como la

agricultura y las actividades forestales.
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Resulta especialmente relevante la capacidad del suelo para almacenar vy
transformar materiales de muy diverso origen y composicion, entre los que se encuentran el
agua, compuestos minerales, gases y algunas sustancias contaminantes (Paul, 2006). Esta
funcién del suelo como almacén de sustancias y reactor quimico muestra una relacion
directa con la cantidad de materia organica presente. Ademas de condicionar la capacidad
de adhesion de compuestos quimicos al suelo, la materia organica contribuye a minimizar

los efectos de la erosién y a mantener la fertilidad del suelo.

El suelo es un ambiente especialmente apropiado para el desarrollo de
microorganismos tanto eucariotas (algas, hongos, protozoos) como procariotas (bacterias y
arqueas). Es posible encontrar también virus y bacteriéfagos. Todos estos organismos
establecen relaciones entre ellos en formas muy variadas y complejas, contribuyendo
notablemente a las caracteristicas propias del suelo a través de su papel como
modificadores de las fases sélida, liquida y gaseosa. Los microorganismos desempefian en
el suelo funciones de gran importancia en relacién con los procesos de edafogénesis: ciclos
biogeoquimicos de elementos como el carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrégeno, azufre,
fésforo, hierro y otros metales; actuan sobre la fertilidad y produccion primaria del
ecosistema; proteccion frente a patdgenos; degradacién de compuestos xenobidticos, etc.
(Nogales, 2005).

1.2. LA BIODIVERSIDAD PROCARIOTA Y SU RELEVANCIA EN EL SISTEMA EDAFICO

El ecosistema edafico se caracteriza por una enorme riqueza microbiana, de manera
que la misma definicion de suelo quedaria incompleta si en ella no se considerara la
actividad de este componente. Las bacterias son los organismos que mayor riqueza en
biodiversidad presentan ya que incluyen un niumero muy grande de especies, mientras que
los hongos presentan la mayor biomasa. Los estudios sobre el componente microbiano del
suelo son numerosos, aunque no existe en la actualidad ningun ejemplo en el que se haya
determinado por completo la biodiversidad microbiana de un suelo problema y, aun mas,
tampoco se conoce cual es la biodiversidad necesaria en cuanto a microorganismos para

que un suelo agricola funcione de manera éptima (Stewart, 1991).
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Los microorganismos del suelo no se distribuyen al azar, sino que siguen patrones
espaciales de agregacion (distribucion de contagio). Esta heterogénea distribucién espacial
obedece al efecto causado por diferentes factores de control y se caracteriza por un notable
dinamismo en el espacio y en el tiempo (Ettema et al.,, 2002). En este contexto, se ha
demostrado que la distribucion espacial de las bacterias edaficas esta fuertemente
estructurada, y que esta heterogeneidad desempefia un papel basico en la funcionalidad
ecologica del suelo. Las bacterias se organizan en microcolonias compuestas de pocas
células que pueden pertenecer a diferentes morfotipos (Nunan et al., 2003). Factores como
la presencia de raices, pequefios agregados, nutrientes y poros parecen gobernar la

distribuciéon de bacterias en microhabitats.

La complejidad del suelo como ecosistema, junto con las particularidades inherentes
a los microorganismos tales como su tamano microscopico y las dificultades para una
diferenciacion basada en su morfologia, propiciaron una vision tradicional del mundo
microbiano edafico como una “caja negra” de la cual se intuia una importante funcion

ecologica, aunque no se podia precisar bien su contenido (Insam, 2001).

En el habitat edafico podemos encontrar del orden de 10° a 10° bacterias por gramo
de suelo. A pesar de que se registran mas bacterias Gram positivas que en otros habitats
predominan en numeros absolutos las bacterias Gram negativas. En la Tabla 1.1. se

relacionan algunas de las bacterias mas representativas de un suelo tipo (Atlas, 2002).
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Tabla 1.1. Composicion de bacterias en el suelo (Atlas, 2002)

ESPECIE ABUNDANCIA RELATIVA (%)
Arthrobacter 5-60
Bacillus 7-67
Pseudomonas 3-15
Agrobacterium 1-20
Alcaligenes 1-20
Flavobacterium 1-20
Corynebacterium 2-12
Micrococcus 2-10
Staphylococcus <5
Xanthomonas <5
Mycobacterium <5

La estructura del suelo condiciona en buena medida la composicién, abundancia y
diversidad de las comunidades microbianas. Sessitsch et al. (2001), demostraron que la
diversidad microbiana asociada a las particulas del suelo aumenta al disminuir el tamarfio de
las mismas. También se ha puesto de manifiesto que la comunidad microbiana que habita
la proximidad de las raices de las plantas presenta una menor diversidad que las muestras
de suelo alejadas de las mismas, presentando una composicién enriquecida en bacterias
Gram negativas de la clase Proteobacteria (Marilley and Aragno, 1999; Duineveld et al.,
2001). Asimismo, hay una notable influencia del tipo de planta y del tipo de suelo en la
composicién de las comunidades de la rizosfera (Wieland et al., 2001; Marschner et al.,
2004). Ademas, se ha demostrado que las diferentes practicas agricolas, el tipo de planta
que se cultiva, la fertilizacién y los tratamientos con pesticidas y herbicidas condicionan la
diversidad de las comunidades microbianas en suelos agricolas (Buckley and Schmidt,
2003; Girvan et al., 2004; Sun et al., 2004).
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1.3. CONTAMINACION DEL SUELO. IMPACTO SOBRE LA COMUNIDAD MICROBIANA

A pesar de haber sido considerado tradicionalmente como un recurso ilimitado y
renovable, el suelo constituye un sistema evidentemente fragil y limitado. La presién de uso
y deterioro del suelo por accion humana incrementa a diario. A los problemas de pérdida de
suelo por erosion derivados de usos inadecuados y/o especulativos se les une la
degradacién paulatina del mismo por acumulacion de sustancias contaminantes
procedentes de la agricultura y de la industria. Actualmente el suelo como ecosistema
presenta elevadas tasas de degradacion por accion humana, que contrastan con los ritmos

extremadamente lentos de regeneracion.

La introduccién de contaminantes o material exdgeno al suelo puede traducirse en el
dafno o pérdida de algunas o varias de sus funciones, lo cual repercute directamente en su
calidad como ecosistema y como recurso. Estos procesos de contaminacion no sélo afectan
de forma negativa al suelo sino que también pueden impactar sobre la calidad de las aguas
superficiales y subterraneas, al ser arrastrados los contaminantes del suelo por medio del
agua de lluvia o de infiltracion. La presencia de niveles altos de contaminantes implica
multiples consecuencias negativas para el suelo como ecosistema, su red trofica y, por

tanto, para la salud humana.

En el caso concreto de los suelos de labor, las practicas agricolas inadecuadas, el
uso indiscriminado de fertilizantes, pesticidas y otros fitosanitarios, el abandono de terrenos
y el mal manejo de los recursos vegetales inciden de forma negativa tanto sobre la cantidad
como la calidad del recurso edafico. En particular, la comunidad microbiana se ve afectada
tanto en su composicion y la densidad de sus poblaciones como en su biodiversidad y

funcion.

La metodologia usada tradicionalmente para evaluar el nivel de contaminacién en
suelos se basaba en la elaboracién de analisis fisicos y quimicos. Hoy en dia la aplicacion
de indicadores biolégicos constituye una ventajosa herramienta que gana utilidad

rapidamente tanto en el seno de la comunidad cientifica como a nivel de las
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administraciones ambientales nacionales e internacionales (Duelli and Obrist, 1998; Blichs,
2003). Estos indicadores pueden estar basados en la composicidon y riqueza de las

comunidades biolégicas o bien en la presencia y/o densidad una especie determinada.

En este sentido, la evaluacion del efecto que producen los contaminantes del suelo
en los microorganismos naturales presentes en él ha recibido una atencion considerable en
los ultimos anos (Abbondazi et al., 2003). Las comunidades microbianas presentes en
suelos contaminados tienden a estar dominadas por aquellas bacterias que pueden
sobrevivir a la toxicidad presente en el ambiente, siendo capaces de utilizar el contaminante
para crecer; en este sentido el contaminante induce una ruptura en el equilibrio ecolégico del
sistema y, como consecuencia, en todo su funcionamiento. De esta manera, segun Van
Beelen (1997) los microorganismos resistentes a los contaminantes presentes en su habitat,
normalmente fracasan en realizar algunas de sus funciones ecoldgicas especificas. Duarte
et al. (2001) demostré que las comunidades microbianas tienden a responder ante la
presencia de contaminantes derivados del petréleo, cambiando su estructura y composicion
hacia una nueva que favorezca a los organismos capaces de sobrevivir a las nuevas
condiciones a expensas de otras especies que son reprimidas. Por tanto, parece claro que
la composicién de la comunidad microbiana y la diversidad de especies presentes en el
suelo puede constituir un importante indicador de contaminacion, y que cuanto mas

impactado se encuentre un suelo menor sera su biodiversidad microbiana.

En los estudios de contaminacion no basta con detectar la presencia de
contaminantes en el suelo, sino que ademas se han de definir los maximos niveles
admisibles y los posibles factores que puedan influir en la repuesta del suelo a los agentes
contaminantes, entre ellos la biodisponibilidad del contaminante y su carga critica. La
primera variable corresponde a la capacidad de asimilacién del contaminante por los
organismos y, en consecuencia, la posibilidad de causar algun efecto, negativo o positivo.
Por su parte, la carga critica representa la cantidad maxima de un determinado compuesto

contaminante que puede ser aportado a un suelo sin que se produzcan efectos nocivos.
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Como apuntan Abbed et al. (2002) y Flynn et al. (2000), resulta de especial interés
en ecologia microbiana la elaboracién de estudios que analicen la composicién vy
biodiversidad de |la microbiota edafica como consecuencia de la ocurrencia de episodios de
contaminacion. En este contexto, en el presente trabajo de investigacién se analiza el
impacto de episodios de contaminacion por un surfactante anidnico (LAS) sobre la
composicion, estructura, diversidad y funcién de la comunidad microbiana de un suelo
agricola. La eleccion del LAS como contaminante objeto de estudio se basa en la amplia
difusion de este compuesto en los diferentes compartimentos de los ecosistemas,
consecuencia de los elevados niveles globales de produccién y utilizacion antrépica. Los
surfactantes constituyen un grupo diverso de compuestos ampliamente utilizados en la
fabricacién de sustancias como detergentes, productos domésticos de limpieza, productos
de aseo y cuidado personal, pinturas, polimeros, pesticidas, farmacos, compuestos
utilizados en mineria, recuperacién de petroleos e industria celulosa (Ying, 2006). En los
siguientes apartados de esta introduccion se exponen brevemente algunas de las
principales caracteristicas fisicas y quimicas de los detergentes como compuestos

contaminantes.

1.4. PRODUCCION Y COMPOSICION DE LOS DETERGENTES. IMPACTO AMBIENTAL

Son numerosas las definiciones que han sido propuestas para definir a los
detergentes. El término detergente procede del latin “detergere” (limpiar, en castellano) y se
define como una sustancia que tiene la propiedad, en presencia de agua, de disolver grasas
y oftras sustancias organicas. La Guia Institucional para el Uso de Antisépticos y
Desinfectantes, define este tipo de productos como “agentes sintéticos, solubles en agua y

efectivos para la limpieza de superficies y objetos inanimados”.

Segun el Comité Internacional de Agentes de Superficie Activos, un detergente es
“un producto obtenido a partir de una formulacién desarrollada especialmente para promover
el proceso de detergencia”. En este contexto, la norma internacional EN-ISO 862 define
detergencia como “el proceso por el cual las suciedades se separan de su sustrato, pasando

al estado de disolucion o dispersion.”
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La detergencia es la aplicacion mas extendida de los tensioactivos o agentes de
superficie. Los agentes tensioactivos o surfactantes son sustancias que poseen en su
estructura grupos polares (hidrofilicos) y grupos apolares (hidrofébicos). Esta caracteristica
les permite actuar por medio de la tensién superficial en la superficie de contacto entre dos
fases (sdlido-gas, liquido-gas, liquido-liquido y sdlido-liquido). Su caracter polar y apolar
también les otorga la posibilidad de autoasociarse para formar agregados denominados

“micelas”.

Atendiendo a la diferente naturaleza que presenta la parte polar de la molécula de

tensioactivo, en el mercado se encuentran cuatro tipos de surfactantes sintéticos:

a) Surfactantes aniénicos

Constituyen el tipo de surfactante mas ampliamente utilizado a escala mundial
debido a sus especiales caracteristicas, entre las que se encuentran su coste bajo de
produccion y su estabilidad en aguas duras. Se diferencian del resto de surfactantes en que
su zona polar esta cargada negativamente. El contraiéon (normalmente sodio, potasio o iones
amonio) ejerce una escasa influencia sobre las propiedades superficiales de estas
sustancias. Hoy en dia, este grupo polar negativo suele ser un grupo sulfato o sulfonato,
como sucede en el caso del LAS, aunque tradicionalmente consistian en grupos carboxilato

presentes en los jabones que se sintetizaban a partir de grasas animales.

El sulfonato de alquilbenceno lineal, también conocido como LAS o &cido
dodecilbenceno sulfonico lineal es uno de los tensioactivos aniénicos mas ampliamente
utilizados en el mundo, ya que comprende mas del 40% de todos los tensioactivos utilizados
(Scott and Jones, 2000). Su poder tensioactivo proviene de su caracter anfipatico, es decir,
de la diferente solubilidad que poseen las dos partes principales de que consta la molécula:
una parte hidrofilica que consiste en un grupo sulfénico polar (-SO3) unido al benceno en
posicién para respecto a la parte lipofilica que consiste en una cadena alquilica lineal de

longitud variable y a la que se une el anillo bencénico en distintas posiciones (Schdnkaes,

11
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1998; Cavalli et al., 1999; Valtorta et al., 2000). La mezcla comercial de LAS contiene una
serie de homologos que difieren en la longitud de la cadena alquilica, siendo los mas
habituales los comprendidos entre 10 y 13 atomos de carbono y a su vez cada uno de ellos
es una mezcla de isomeros que difieren en la distinta posicién en la que el anillo bencénico
esta unida a la cadena de carbonos lineal (Cavalli et al., 1999). En definitiva el producto
comercial contiene cuatro homoélogos diferentes y hasta un total de 20 isémeros, de los

cuales 18 son mezcla racémica.

La Figura 1.2. muestra uno de los compuestos del LAS. Para nombrar los diferentes
compuestos se indica en primer lugar el carbono al que se une el anillo bencénico y por
tanto el isbmero correspondiente, seguido de la longitud total de la cadena lineal carbonada

que nos identifica el homologo.

Fig 1.2. Ejemplo de sulfonato de alquilbenceno lineal (sulfonato de 2-dodecylbenceno lineal)

La adsorcion de los surfactantes aniénicos sobre superficies sélidas (Somasundaran
and Huang, 2000) puede modificar las caracteristicas de dicha superficie y la transferencia
de electrones (Wang et al., 2000). Ademas, pueden inducir la formacion de agregados en la
superficie similares a micelas (Luciani et al., 2001) e incrementar el grosor de la pelicula de
otras moléculas adsorbidas (Churaev, 2000; Esumi et al., 2000; Miyazaki et al., 2000). Los
surfactantes aniénicos no solo cambian las caracteristicas superficiales de los sélidos por
adsorcion, sino que también favorecen la solubilidad de compuestos escasamente solubles

en agua (Harrison et al., 1999).

12
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Debido a sus favorables caracteristicas fisico-quimicas, los surfactantes aniénicos
son ampliamente utilizados en numerosos campos de la tecnologia y de la investigacion.
Han sido empleados con éxito para mejorar la eficacia de ingredientes activos en
formulaciones farmacéuticas (Lawrence, 1994) y agricolas (Riechers et al., 1995), en
biotecnologia (Chang et al., 1994) y otros procesos de tipo industrial (Czapla and Bart, 1999;
Tong et al.,, 2000). En la Tabla 1.2. se muestran los principales grupos de surfactantes

anionicos.

Tabla 1.2. Grupos principales de surfactantes aniénicos

Jabones
Alquilbenceno sulfonatos lineales

Parafin sulfonatos
SURFACTANTES

ANIONICOS Alfa Olefin sulfonatos

Dialquil sulfosuccinatos
Alquilsulfonatos

Alquil polieter sulfatos

b) Surfactantes catidnicos

Este tipo de sustancias se diferencian del resto de tensioactivos en que constan de
una parte polar hidréfila cargada positivamente (normalmente una sal de amonio
cuaternaria, amina o sal de fosfonio) y de una zona hidréfoba que puede tener distinta

naturaleza.

En disoluciones acidas, los surfactantes no iénicos pueden adoptar caracter catiénico
debido a la protonacién del heteroatomo. Sin embargo, los surfactantes catiénicos no
requieren de protonacién para poseer carga positiva. Su uso esta menos extendido. En la
industria textil son aplicados como ablandadores de fibras (actuan sobre la fibra de algodén
adhiriéndose a ella y confiriéndole cierta lubricidad y suavidad), de aqui su utilizacién en

formulaciones de productos suavizantes. A este tipo de compuestos también se le atribuyen

13
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propiedades antibacterianas, y por ello, se utilizan en la desinfeccion de heridas
superficiales, en la preservacion de colirios oftalmologicos, en la desinfeccion de lentes de
contacto, y como antiséptico bucal. También forman parte de microbicidas y herbicidas.
Ademas, se utilizan como inhibidores de la corrosion, inhibidores de procesos de oxidacion,
agentes dispersantes y en procesos de sintesis como agentes transferentes entre fases. En

la Tabla 1.3. se pueden observar los grupos principales de surfactantes catidnicos.

Tabla 1.3. Grupos principales de surfactantes catidnicos

Aminas grasas y sales
SURFACTANTES CATIONICOS Sales de amonio cuaternarias

Aminas grasas polietoxiladas

c) Surfactantes anfoteros

El uso de este tipo de surfactantes como materias primas de detergentes y productos
de limpieza no esta muy extendido. Sélo determinadas formulaciones liquidas los incorporan

como aditivos para conferirles propiedades especificas.

d) Surfactantes no i6nicos

Este tipo de surfactantes tienen una aplicacion industrial algo mayor que la
domeéstica. Son sustancias que no estan ionizadas en disolucién, la polaridad del atomo de
oxigeno unido covalentemente en los oligotilen glicol éteres y compuestos oligohidréoxidos, o
los atomos de oxigeno enlazados a heteroatomos, le confieren a estos surfactantes no
idnicos su solubilidad en agua, como resultado de la hidratacion de estos grupos por
moléculas de agua. EIl grado de hidratacién decrece con el aumento de la temperatura,
decreciendo por tanto la solubilidad en el agua con el incremento de la misma. La parte
lipofilica de la molécula debe tener una longitud que esté en consonancia con el niumero de
grupos polares que posea el tensioactivo en cuestion, para evitar que aparezcan problemas

de insolubilidad de la molécula.

14
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Estos surfactantes forman micelas con mayor facilidad que los tensioactivos iénicos,
debido principalmente a que las repulsiones electrostaticas en la superficie de éstas son
menores. Este tipo de compuestos son menos sensibles a la dureza del agua que los
surfactantes aniénicos. En la Tabla 1.4. se observan los principales grupos de surfactantes

no iénicos.

Tabla 1.4. Grupos principales de surfactantes no iénicos

Alquil fenoles polietoxilados
Alcoholes grasos polietoxilados
SURFACTANTES NO
IONICOS Acidos grasos polietoxilados

Alcanolaminas o condensados

Otros agentes complementarios en la formulacion de detergentes

A pesar de que los tensioactivos son, sin duda, los ingredientes fundamentales de los
detergentes, estos agentes son necesarios pero no suficientes, ya que ademas de ellos, se
requirieren de una gama de componentes que ayuden a mejorar el papel de los
tensioactivos y una serie de compuestos que los complementen, actuando sobre algunas
suciedades para las cuales la accion fisico-quimica no es suficiente. De estos compuestos
podemos citar entre otros a los de alcalinidad coadyuvantes ¢ builders, agentes
dispersantes-estabilizantes, aditivos de color y fragancia, agentes anticorrosivos, agentes

redispersantes y fuentes (Fig. 1.3).

Por tanto, los detergentes de tipo comercial suelen contener ciertos aditivos que se
pueden convertir en graves contaminantes. Los compuestos presentes en la formulacién de
un detergente comercial (sulfatos, fosforados, nitrogenados, etc.) suelen presentar efectos
en la salud y riesgos ambientales en funcién de la cantidad empleada en su formulacién
especifica y de su uso. En este contexto, estan relacionados con problemas de eutrofizacion
de las masas de agua, contaminacion por compuestos clorados, elevacién de

alcalinidad/acidez de ambientes acuaticos, etc. De igual forma, pueden inducir problemas

15



1. Introduccién

debido a su poder corrosivo. Actualmente, se encuentran en el mercado detergentes

antibacterianos (que contienen agentes bactericidas). Un uso excesivo de estos detergentes

posibilita que el agente bactericida llegue al agua, impactando sobre su

disminuyendo, por tanto, su capacidad para degradar el detergente.

His = > =S i
sz Materia:Activa::: g Fensioactivas:::

v

Coadyuvantes

Aniodnicos, No Idnicos,
Catidnicos y Anféteros

Componentes

Complementarios

Aditivos

v

v

Polifosfatos, Silicatos, Citratos,
Zeolitas, EDTA, Carbonatos,
Hidrétopos...

Aucxiliares de
presentacion

v

v

Blanqueantes, perborato,
activador de perborato,
inhibidores de corrosion,
agentes antirredeposicion,
enzimas, perfumes y
colorantes, suavizantes, agentes
controladores de espumas

—

Sulfato de s6dio, agua

microbiota y

Fig 1.3. Componentes en la formulacién de un detergente (modificado de Dominguez, 1986)

A continuacién se exponen una serie de impactos que los detergentes pueden

ocasionar sobre el medio ambiente:
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- Pueden acumularse en el medio acuatico causando contaminaciones de rios, lagos

y mares.

- Elevan la alcalinidad de las aguas residuales (alcanzando pH superiores a 12)

causada por la sosa o potasa.

- Aportan altos niveles de fésforo. Uno de los principales aditivos de los detergentes

son los “tripolifosfatos de sodio”. Hasta 1970, un detergente tipico de lavanderia

contenia un 50% de tripolifosfatos de sodio. Desde entonces, muchos fabricantes

han reducido el porcentaje de éstos en su formulacion. La principal problematica que

tienen los tripolifosfatos es que, una vez desechado el detergente, los fosfatos

pueden llegar a interactuar con el medio ambiente acuatico, donde actua como
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elemento nutritivo de algas y plantas acuaticas y provoca la eutrofizacién de las
aguas naturales.
- Formacién de espumas indeseables: la produccién de espuma de un detergente
viene determinada por el tipo de surfactante que éste contenga. Los surfactantes
aniénicos producen abundante espuma, los surfactantes catiénicos producen
cantidades limitadas de espumas y los surfactantes no iénicos casi no producen
espuma. Ademas, la formacién de espuma es complementada por aditivos
espumantes que se agregan a la féormula. Es importante indicar que la formacién de
espuma de un detergente no tiene nada que ver con su eficacia.

- Interferencias en el poder depurador de las aguas por la disminucion de la
disolucién de oxigeno desde la atmdsfera, causando dafios sobre los ecosistemas
acuaticos.

- Inhibicién de las oxidaciones biolégicas y quimicas, lo cual produce, en aguas muy

contaminadas, valores bajos de DBO. Este fendmeno es debido, entre otras causas,

a que en presencia de detergentes las bacterias se ven rodeadas de una pelicula de

detergente que las aisla el medio y evita su actividad.

- Interferencias en el proceso de cloracion.

- Alteraciones en los suelos, modificando su permeabilidad, pH, etc.

1.4.1. El Sulfonato de Alquilbenceno Lineal (LAS). Sintesis, propiedades fisicas y

quimicas

A comienzos de los afios 50 se sintetizaron quimicamente los primeros productos
con propiedades detersivas, como el Alquilebenceno ramificado (BAB), fabricado a partir de
un tetramero de propileno. El producto ramificado, una vez sulfonado (BABS), tenia unas
propiedades detersivas muy apropiadas, aunque adolecia de un adecuado comportamiento
medioambiental. Su estructura molecular abierta hacia de pantalla frente a los
microorganismos que pueblan las aguas y, en consecuencia, el producto era dificil de
biodegradar. Como consecuencia, comenzaron a aparecer problemas medioambientales

tales como la acumulacién de espumas tanto en depuradoras (Fig. 1.4), como en rios (Fig.

17



1. Introduccién

1.5) e incluso en aguas subterraneas y potables. Por esta razén el BABS pasé a ser

considerado como alquilato duro o no biodegradable.

Fig 1.4. Espumas producidas por detergentes en un reactor bioldgico

Fig 1.5. Espumas provocadas por el uso de detergentes en un rio

Este problema propicio el desarrollo del Alquilbenceno Lineal (LAB) a principios de la
década de los 60. El producto lineal, una vez sulfonado, da lugar al Sulfonato de
Alquilbenceno Lineal (LAS) que mantiene las excelentes propiedades detersivas del BABS y
ademas era mas facilmente biodegradable por los microorganismos existentes en el
ambiente. Aproximadamente el 99% del LAB producido es transformado en LAS por un
proceso de sulfonacién. Actualmente el Sulfonato de Alquilbenceno Lineal (LAS) es uno de

los tensioactivos aniénicos mas ampliamente utilizado en el mundo.
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1.4.1.1. Propiedades fisicas y quimicas del LAS
En la Tabla 1.5. se enumeran algunas de las principales propiedades fisicas y quimicas del
LAS, segun datos proporcionados por EUCLID-base de datos de la oficina europea de

productos quimicos, (1994) y SIDS-screening information data set, (1999).

Tabla 1.5. Principales propiedades fisicas y quimicas del LAS

Variable

Valor

Nombre del compuesto y abreviatura

Aspecto fisico
Peso molecular (g/mol)

Longitud media de la cadena alquil

Distribucion de la cadena alquil

Presion de vapor a 25°C (Pa)

Punto de fusién (°C)

Punto de ebullicién (°C)
Coeficiente de particién en octanol-agua
(Kow)

Solubilidad en agua (g/L)
Densidad (Kg/l)

Viscosidad (centipoises a 250 °C)

Sulfonato de Alquilbenceno Lineal
(LAS; LAS-Na)
Pasta blanca con contenido en agua
3424
11.8

C10 (10-15%), C11 (25-35%), C12 (25-35%), C13
(15-30%), C14 (0-15%)
(3-7)-10""3, valor referido al homdélogo C12
277
637
3.32

250
1.06
En torno a 1000

La solubilidad del LAS varia dependiendo de la longitud de la cadena alquilica y del

cadena de carbonos es menor.

proceso de fabricacion. A medida que aumenta la longitud de la cadena carbonada unida al
anillo bencénico disminuye la solubilidad en agua. Ademas, dentro de una misma familia de
homdélogos, los isdbmeros que poseen el anillo bencénico unido a la cadena alquilica en las

posiciones mas internas tienen un caracter mas hidrofilico, ya que la longitud efectiva de la
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Ademas de las caracteristicas fisicas y quimicas de los LAS expuestas en la

tabla anterior, hemos de considerar otros parametros como:

-Concentracion micelar critica (CMC). Esta es una propiedad caracteristica de
sustancias con caracter anfipatico, como es el caso del LAS. Este tipo de moléculas
con regiones lipofilicas e hidrofilicas poseen un comportamiento particular cuando se
encuentran en disolucion, ya que cada zona de la molécula con diferente solubilidad
trata de distribuirse en el medio (sea acuoso o no) de manera que las colas lipofilicas
se agrupan entre si, al igual que los grupos hidrofilicos. De esta manera, a partir de
una determinada concentracion se genera un conglomerado de estructura definida
que recibe el nombre de ‘micela’ (Fig. 1.6). Estas micelas pueden tener geometria
esférica (a bajas concentraciones) o elipsoidal (a altas concentraciones de
surfactante o en presencia de electrolitos). Las especiales propiedades de las
micelas les confieren un alto poder solubilizante de sustancias insolubles en fase
acuosa, ademas de una importante capacidad de solubilizacién selectiva de

diferentes especies quimicas.

Fig 1.6. Representacion de una micela
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- Capacidad detersiva del LAS: La capacidad detersiva del LAS radica en su elevado
poder de humectacion, "rolling-up”, emulsificacién y dispersion, ademas su capacidad

espumante es buena, pudiendo ser estabilizada con diferentes aditivos.

1.4.1.2. Produccidn y aplicaciones del LAS

El LAS ocupa cerca de 40% del total de surfactantes empleados actualmente (Scott
and Jones, 2000). Segun De Wolf and Feijtel, (1998) y Cavalli et al. (1999), el consumo de
LAS a nivel global alcanza valores del orden de 2 x 10° t/afio y la cantidad de LAS empleada

en los detergentes puede alcanzar el 30% del peso total del producto final.

El LAS es el tensioactivo mas utilizado en el mercado mundial de detergentes. En el
afo 2004 se estimod una produccion total en Europa de 487 kton de LAS, de las cuales
aproximadamente un 80% eran destinadas para usos domésticos (Comision europea de
surfactantes y sus intermediarios organicos, 2006). En Espafa, la tasa de consumo es

relativamente alta, en torno a 5g por habitante/dia (Berna and Cavalli, 1999).

Una de las mayores ventajas del LAS es su compatibilidad con todo tipo de
compuestos presentes en los detergentes. Ademas, es un producto quimicamente estable
que puede ser almacenado y transportado usando materiales estandares e instalaciones

logisticas.

El sulfonato de aquilbenceno lineal es utilizado principalmente en forma de sales
sbdicas y ocasionalmente potasicas o anidnicas. Su utilizacién en una extensa gama de
formulaciones esta ligada a su gran poder limpiador (particularmente en el algodon), su
excelente solubilidad aun a bajas temperaturas, su elevado poder espumante, elevada
biodegradabilidad y bajo coste de produccion. Generalmente, en productos de limpieza se
utilizan formulaciones donde la cadena alquilica posee un niumero de carbonos comprendido
entre 10 y 13. Los alquilbencenos con mas de 14 carbonos son débilmente solubles en

agua, aunque si son solubles en disolventes organicos. Las disoluciones en aceite mineral
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son ampliamente utilizadas como lubricantes en procesos industriales de corte y taladrado

de metales.

El LAS, es empleado en diversos tipos de formulaciones de detergentes para lavado
de ropas o lavado normal de vajillas, incluyendo polvos de densidad moderada y alta,
liquidos concentrados, pastas y barras. También se encuentra en la formulacién de
detergentes del sector industrial e institucional, asi como en pesticidas agricolas, en la
preparacion de emulsiones para fluidos lubrificantes, y en el procesamiento de metal y

flotacion de minerales.

La utilidad del LAS en procesos de biorrecuperaciéon no esta aun convenientemente
documentada. En ocasiones, ha sido empleado para ayudar la desorcion y solubilizacién de
contaminantes (i.e. pesticidas, hidrocarburos...) con el objeto de mejorar su biodegradacion
(Cserhati et al., 2002). En los casos de tratamiento in situ de suelos, son aplicados en las
técnicas de enjuague de suelo contaminado, barreras electrocinéticas y tratamientos
biocorrectivos. La adiciéon de agentes tensioactivos al suelo es necesaria en los casos en
que se desee solubilizar sustancias contaminantes inmiscibles en agua (ej. compuestos
oleosos). Son muy utilizados en la industria del petréleo como agentes dispersantes, para
favorecer la remediacién del subsuelo después de un derrame o tras la contaminacion con
liquidos no acuosos. Ademas, se ha demostrado que los residuos de aceites pretratados
con surfactantes aniénicos presentan una mejor dispersabilidad en el suelo, y de este modo

se facilita su biodegradabilidad (Rasiah and Voroney, 1993).

Los surfactantes anidnicos pueden influir tanto en la movilidad de las moléculas
organicas como en la de las inorganicas. En este contexto, se ha descrito que la desorcion
de plomo de las particulas del suelo se puede ver incrementada por la adicion de

surfactantes anionicos (Huang et al., 1997).
Por otro lado, los surfactantes anionicos no sélo facilitan la disolucion y la eliminacion
de contaminantes ambientales, sino que también pueden incrementar su adsorciéon bajo

determinadas condiciones. Asi, los surfactantes aniénicos pueden incrementar la adsorcion

22



1. Introduccién

del tetracloruro, naftaleno y fenantreno en superficies de o6xido de aluminio, lo que

proporciona una mejora del control de la contaminacién del agua (Park and Jaffe, 1993).

1.4.1.3. Vias de aporte del LAS al medio

Como ya se ha indicado previamente, el LAS naci6 debido a la necesidad de sustituir
el alquilbenceno ramificado (BAB), ya que este producto posee una estructura abierta que
impide que los microorganismos encargados de degradar la materia organica puedan actuar
sobre él. Esto provocaba problemas de acumulacion de espumas que, ademas del evidente
impacto visual, impiden el adecuado intercambio de oxigeno entre la atmésfera y el medio
acuatico, induciendo de esta forma un empobrecimiento en la calidad del agua y, entre otros
efectos, el consecuente colapso de diversas poblaciones de flora y fauna. Otro problema
afadido consistia en la acumulacion de espumas en plantas depuradoras, que provocaba
que los microorganismos que actuan en los lodos activos bajo condiciones aerobias
muriesen y, de este modo, disminuyera considerablemente la eficiencia de la planta

depuradora.

El LAS no presenta este problema, ya que su cadena alquilica lineal es faciimente
accesible a este tipo de microorganismos y por tanto es facilmente biodegradable. De
hecho, el rendimiento de eliminacién de LAS en una planta depuradora media suele ser
bastante alto. Normalmente, la concentracién de LAS en aguas residuales sin tratar se
encuentra en el rango de 1-15 mg/l, siendo el rango de concentraciones a la salida de la
planta de 0.008-0.27 mg/l, lo cual implica un rendimiento de la planta del 99% (HERA, 2004).

El LAS es un producto xenobiotico de amplia produccidn y aplicacion, sobre todo en
formulaciones domésticas y en menor medida en aplicaciones industriales. Como regla
general, su uso doméstico genera gran cantidad de aguas residuales que normalmente son
tratadas en plantas depuradoras (EDAR) previamente a su vertido a diversos ecosistemas
(afluentes, mares...) o a su utilizacion como aguas de riego. Ademas, los lodos generados
por los procesos de sedimentacion de las sustancias en suspension que arrastran las aguas

residuales, una vez tratados y desecados (formando asi el denominado compost), pueden
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ser utilizados como abono en las tierras de cultivo. Este compost, por tanto, contiene
cantidades elevadas de LAS. Se estima que la cantidad media aportada es de 6-13
tn/hectarea/afio (Holt et al., 1989; Matthijs and DeHenau, 1987; Marcomini and Giger, 1988).
Es bien sabido que en el proceso de depuracion de aguas residuales el 80-90 % de LAS es
degradado, del 10-20 % es adsorbido a los lodos y alrededor del 1 % queda libre en la
superficie del agua (Berna et al., 1989; Painter and Zabel, 1989; Cavalli et al., 1993; Dicorcia
et al., 1994).

De todo lo anteriormente expuesto, y siguiendo a Hislop et al. (1977), Holt et al.
(1989) y Jensen (1999), se desprende que el LAS puede alcanzar el suelo a través de
alguna de las siguientes vias: a) aplicacion de lodos de depuradora como fertilizantes en
suelos agricolas, b) utilizaciéon de aguas residuales como aguas de riego, c) infiltracién en el
suelo de aguas residuales o aguas procedentes de rios contaminadas y d) aplicacion de
formulaciones de pesticidas que contienen LAS como agentes emulsionantes o

dispersantes.

El uso del lodo bioldgico proveniente de las estaciones de tratamiento de aguas
residuales es la principal forma de introduccion del LAS en los suelos. De hecho, una vez
que el lodo proveniente de estas estaciones es sometido a digestidon anaerobia, los
surfactantes sufren una degradacién escasa o nula. En la Tabla 1.6. se muestran algunas de

las concentraciones medias de LAS registradas en diferentes medios:
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Tabla 1.6. Concentracion de LAS en diversos medios

CONCENTRACION

MEDIO DE LAS REFERENCIAS
] Feijtel et al. (1995); Matthijs et al. (1999); Coello
Entrada EDAR 1-15mg/l et al. (2004); Brandt et al. (2004).
Salida EDAR 2-273 g/l Holt et al. (2003)
Aguade rio < 2-47 ugll Feijtel et al. (1995); Matthijs et al. (1999)
Agua de pozo 0-3 ugl/l Field et al. (1992)
DiCorcia et al. (1994); Sanchez Leal et al.
Fangos 3,9-9.4 glkg (1994); Holt et al. (1995); Feijtel et al. (1995)
Suelos 0,7-1,4 mg/kg Mortensen et al. (2001); Carlsen et al. (2002)
Sedimentos de rio 1-5,3 mg/kg Cavalli et al. (2000)

No obstante, es importante resaltar que las concentraciones promedio expresadas en
la Tabla 1.6. pueden sufrir variaciones. En el caso de rios y lagos, la concentracién de
surfactantes anionicos muestra una acusada variacion en funcion de la estacion del afio
(Marcomini et al.,, 2000) o de la distancia de estas masas de agua a los nucleos de
poblacién y distritos residenciales (Muramoto et al., 1996). Las concentraciones en el mar
pueden depender en gran medida de condiciones tales como la densidad del trafico
maritimo (Decembrini et al., 1995), la intensidad de la explotacion de gas y petréleo en
plataformas marinas (Tkalin, 1993) y la descarga de aguas residuales (Kantin et al., 1881).
En suelos la concentracién depende de que el sistema haya recibido o no recientemente
lodos. De esta manera, segun Jensen (1999) las concentraciones de LAS en suelos que no
han recibido lodos recientemente, son generalmente menores de 1mg/kg y no superiores a 5
mg/kg, mientras que segun de Wolf and Feijtel (1998) la cantidad de LAS en suelos derivada
de la aplicacion de lodos de depuradora varia entre 0 y 20 mg/de LAS/kg de suelo. Las
concentraciones de LAS en lodos que han sido tratados aerébicamente estan comprendidas
entre 100-500 mg/kg, mientras que los lodos tratados en condiciones de anaerobiosis
presentan concentraciones del orden de 5000-15000 mg/kg (Jensen, 1999). En este

contexto, la legislacion danesa establece que el contenido en LAS en los lodos de
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depuradora utilizados en suelos agricolas no debe exceder los 1300 mg LAS/kg de peso

seco de suelo (Jacobsen et al., 2004).

1.4.1.4. Actividad biolégica del LAS

El papel de los surfactantes aniénicos en el medio ambiente es ambiguo. Por una
parte, pueden facilitar la descomposicidn o el desplazamiento de otros contaminantes
inorganicos y organicos (Barry and Brown, 1996). Por otro lado, se han observado efectos
téxicos en organismos vivos derivados de episodios de contaminacion ambiental por este

tipo de sustancias (Cserhati et al., 2002).

El caracter anfétero de los surfactantes anidnicos facilita su acumulacion en los
organismos vivos. La parte cargada negativamente puede unirse a subestructuras
moleculares cargadas positivamente por fuerzas electrostaticas, mientras que la parte
hidréfoba puede unirse con las partes apolares de los 6rganos u organismos mediante
fuerzas hidréfobas. La modificacion de la estructura de las proteinas y el mal funcionamiento
de las enzimas y de las membranas fosfolipidicas inducidas por los surfactantes anidnicos
causan sintomas toxicos en érganos y organismos animales y humanos. En general, los

surfactantes aniénicos y catiénicos son mas téxicos que los no iénicos.

En concreto, la presencia de LAS en el medio puede acarrear diversas
consecuencias a los seres vivos, de manera que resulta un aspecto de especial importancia
el estudio de su ecotoxicidad. Son abundantes los trabajos publicados en torno a la toxicidad
del LAS sobre distintos tipos de organismos tales como microorganismos, protozoos,
plancton, algas, peces, crustaceos, insectos o moluscos, y plantas comunes (tomate, patata,

lechuga, etc).
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1.4.1.4.1. Impacto del LAS sobre los microorganismos

Se han descrito diversos efectos que el LAS puede causar sobre las membranas
celulares y proteinas debido a su actividad superficial (Schwuger and Bartnik, 1999). EI LAS
puede ser inhibidor de bacterias, hongos y otros organismos del ecosistema del suelo
(Holmstrup and Krofh, 2001), por esta razén la exposicién de un suelo de cultivo al LAS
puede alterar su actividad biolégica, repercutiendo de esta forma sobre la calidad del medio

edafico y su ciclo nutricional (Turco et al., 1994).

Los surfactantes anidénicos por si mismos presentan una marcada actividad bioldgica,
ya sea mediante la unién con varios tipos de moléculas bioactivas como el almidén (Merta
and Stenius, 1999), las proteinas (Nielsen et al., 2000), los péptidos y el ADN (Marques et
al, 2000) o mediante su inserciéon en varios fragmentos celulares (i.e. la membrana de

fosfolipidos) produciendo perturbaciones en su funcionamiento.

En el caso concreto de los microorganismos, altas concentraciones de LAS en el
suelo pueden inducir la despolarizacion de la membrana celular y, como consecuencia, la
reduccién de la capacidad de absorcion de nutrientes y de oxigeno. Ademas, se ha
demostrado que la despolarizacion de la membrana celular por absorcion de detergentes
dificulta la eliminacion hacia el medio extracelular de metabolitos toéxicos, lo cual puede
llevar a los organismos al colapso (Hartmann, 1966). Segun los datos de los que se dispone
en la bibliografia, estos efectos empiezan a ser observados a concentraciones entre 10-50
mg LAS/kg de suelo (Jensen, 1999). A pesar de que algunos estudios (Elsgaard et al.,
2001c) han revelado la incidencia del LAS sobre todo tipo de bacterias (Gram positivas y
Gram negativas), Hartmann (1966) describié un mayor impacto de los surfactantes aniénicos
sobre las bacterias del suelo (predominantemente Gram positivas) respecto a las bacterias
acuaticas (mayoritariamente Gram negativas). Sin embargo, Lee (1970) describié que las

bacterias Gram positivas eran mas resistentes al LAS que las Gram negativas.

Por otra parte, estudios microbiolégicos en suelos han demostrado que, incluso a
bajas concentraciones de LAS, este inhibe notablemente la actividad de las bacterias

reductoras del hierro. Ademas de la interaccion del LAS con las membranas celulares, su
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adsorcion sobre los oxidos de hierro (tanto amorfos como cristalinos) interfiere de forma

negativa en el proceso de respiracion bacteriano (Kristiansen et al., 2003).

Recientemente se han demostrado importantes efectos inhibitorios del LAS sobre el
grupo de las bacterias oxidadoras de amonio. En este contexto, las especies pertenecientes
al género Nitrosospira parecen ser mas sensibles al tensioactivo que aquellas
correspondientes al género Nitrosomonas. Adicionalmente, las baterias oxidadoras del
amonio muestran una mayor sensibilidad al estrés inducido por la exposicion al LAS que las
bacterias heterotréficas y pueden ser consideradas como un adecuado indicador biolégico
para determinar el impacto del LAS sobre las comunidades microbianas (Brandt et al.,
2001). De hecho, se ha puesto de manifiesto que la oxidacién autotrofica del amonio en
suelos agricolas puede estar afectada por la presencia de LAS derivada de la aplicacién de
fangos de depuradora como fertilizante (Elsgaard et al., 2001a). Autores como Elsgaard et
al. (2001a y 2001c), Brandt et al. (2002) y Brandt et al. (2003), han demostrado el impacto
del LAS sobre las bacterias oxidadoras del amonio en el suelo a partir de concentraciones
de tensioactivo comprendidas entre 8-10 mg LAS/kg, mientras que la presencia de elevadas
concentraciones del surfactante no parece inducir el desarrollo de efectos toxicos sobre los
microorganismos heterotréficos del suelo. Ensayos con 150 mg LAS/kg mostraron una
intensa inhibicion (50%) de las bacterias oxidadoras del amonio. No obstante, estos
microorganismos parecen capaces de recuperar sus poblaciones de forma rapida una vez
eliminado el LAS del suelo. La presencia de amonio en el sistema facilita notablemente esta

recuperacion (Nielsen et al., 2004).

A pesar de todo lo expuesto, segun Vinther et al. (2003) la adicion de LAS (174 mg/Kg)
al suelo induce un incremento en el numero total de bacterias debido a dos tipos de
mecanismos: 1) el LAS puede actuar como fuente de sustrato causando la proliferacion de
bacterias. 2) el LAS puede producir una separacion de las bacterias de la propia matriz del
suelo. Normalmente, el incremento observado en el niumero de bacterias es debido a la

accion combinada de los dos mecanismos expuestos.
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1.4.1.4.2. Impacto del LAS sobre otros organismos vivos. Toxicidad y bioacumulacién en la

red trofica

En general, el LAS produce efectos téxicos sobre los invertebrados del suelo cuando
la concentracion excede de 40-60 mg/kg (Holmstrup and Krogh, 2001). La sensibilidad de
los invertebrados acuaticos muestra importantes variaciones de acuerdo con la especie
considerada y el tipo de surfactante. Daphnia magna es el crustaceo mas sensible a los

surfactantes.

Numerosos estudios han sido realizados con el objetivo de investigar el efecto de los
surfactantes en las plantas. Marcshner (1992) apunta que la exposicion de una planta al
LAS puede ocasionar la destruccién de la membrana de las células presentes en la raiz asi
como cambios en la permeabilidad celular y alteraciones en procesos fisiolégicos como la
fotosintesis. Varios investigadores sefalan también el impacto del LAS en la germinacion y
crecimiento de algunas plantas terrestres (como el girasol) sometidos a concentraciones
superiores a los 10 mg/l. No obstante, los efectos ocasionados por el LAS en la flora
comienzan a ser observados a partir de concentraciones de 90 mg de LAS/kg de suelo
(Jensen, 1999).

No sodlo las bacterias, los invertebrados y las plantas son sensibles a los surfactantes
anionicos, sino que también los vertebrados pueden mostrar sintomas téxicos tipicos. El
LAS produce efectos téxicos para los juveniles de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

(Buhl and Hamilton, 2000) y a determinados tejidos del pez Rita rita, (Roy, 1988 a,b,c).

Algunos estudios han demostrado el impacto de los surfactantes anidnicos sobre la
actividad de ciertas enzimas, debido a la unién de estos compuestos a su proteina. Swisher
(1987) demostré que el LAS a altas concentraciones puede afectar la actividad de las
enzimas. Es conocido que el LAS puede acumularse en los liposomas hepaticos de ratas
pudiendo inhibir la actividad de la fosfatasa acida y alcalina (Bragadin et al., 1996). En este

contexto, la concentracion y la longitud de la cadena alquilica de los surfactantes son
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factores responsables de la actividad o de la inhibicion de ciertas enzimas (Housaindokh et
al., 1993).

Cabe destacar que la toxicidad de los homédlogos e isdbmeros que conforman la
mezcla comercial del LAS es diferente en cada caso, y conforme aumenta la longitud de la
cadena alquilica lineal, aumenta la toxicidad del compuesto (BKH Consulting Engineers,
1993). El extendido uso doméstico que se hace del LAS incrementa el riesgo de exposicion
a piel, ojos, mucosas, etc. hecho que debe ser evaluado a la hora de estudiar la toxicidad
del producto. La concentracion a la que se encuentra el LAS en las distintas formulaciones
depende del uso al que se destine, variando entre un 1% y un 50%. El LAS puro es irritante
para ojos y piel, y dependiendo de la concentracion, las distintas disoluciones pueden o no
poseer caracter téxico: disoluciones con una concentracion de mas del 65% se consideran
"toxicas por ingestion” (Comisién europea de surfactantes y sus intermediarios organicos,
2000).

Pese a todo lo anteriormente expuesto, ciertos estudios (HERA, 2004) parecen
apuntar a una escasa incidencia del LAS sobre los distintos compartimentos ambientales,
como queda puesto de manifiesto en la Tabla 1.7. por los reducidos valores del indice
PEC/PNEC (un parametro que evalla el riesgo de que una cierta sustancia presente en el
medio represente una amenaza para los seres vivos que habitan en él) definido como la
relacion entre la concentracion previsible en el medio (predicted environmental concentration
- PEC) y la concentracidon maxima que se espera no produzca efecto alguno (predicted no-

effect concentration - PNEC), siempre inferiores a la unidad.

Tabla 1.7. Relacién PEC/PNEC para el LAS en diferentes medios (HERA, 2004)

MEDIOS PEC PNEC PEC/PNEC
Medio acuatico (mg/l) 0,047 0,27 0,17
Medio terrestre (mg/l) 1,4 4.6 0,30

Sedimentos (mg/l) 5,3 8,1 0,65
EDAR (mg/l) 0,14 3,5 0,04
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1.4.1.5 Biodegradacion del LAS

Bajo el término de biodegradacion se engloban todos aquellos procesos realizados
por agentes microbioléogicos medioambientales que transforman la materia organica
compleja en compuestos mas simples capaces de ser utilizados como alimento y generar
energia, ademas de ser transformados en material inorganico después de sufrir diferentes
procesos quimicos. Del concepto de biodegradacion se deduce el de la biodegradabilidad,
que se puede definir como “la susceptibilidad de una sustancia a la degradacion biolégica”

Estos procesos se pueden llevar a cabo bajo diferentes tensiones de oxigeno:

¢ Condiciones aerobias, donde el flujo de oxigeno excede a la demanda de este
gas que la actividad bacteriolégica puede requerir.

¢ Condiciones anaerobias, de las que se distinguen dos tipos:

1) Aquellas donde la velocidad de consumo de oxigeno excede a la velocidad de
difusion.
2) Aquellas donde el oxigeno es totalmente excluido, esto es en condiciones

estrictamente anaerobias.

En el caso de los surfactantes, resulta preciso diferenciar entre biodegradacion
primaria y biodegradacion ultima. La biodegradacion primaria se define como el proceso que
ocurre en la estructura de la molécula que implica la pérdida de las propiedades
surfactantes, es decir, la estructura de la molécula original es alterada por la accion
bacteriana (Hrsak, 1996). Esta pérdida de las propiedades tensioactivas o surfactantes, es
una secuencia de pasos y no un cambio brusco. El concepto de biodegradacion primaria es
importante, por su relacion con problemas visibles, como el de espumaciéon que puede
aparecer en los rios. La biodegradacién ultima es aquella en que la molécula del surfactante
es convertida en gases (CO, y CH,), agua, sales minerales y biomasa, es decir, es la
destruccién de la molécula del compuesto quimico (Taylor and Nickless, 1979; Federle and
Schwab, 1992; Karsa and Porter, 1995).
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El conocimiento del proceso degradativo del LAS es aun escaso. Es sin embargo
bien conocido que la accion de la comunidad microbiana resulta esencial para su
degradacion (Jiménez et al., 1991; Sigoillot and Nguyen, 1992; Hrsak and Begonia, 1998,
2000; Schleheck et al., 2000; Schulz et al., 2000).

El LAS es comunmente referido como un surfactante con elevada capacidad de ser
biodegradado en condiciones aerébicas (95% por degradacién primaria) (Berna et al., 1989).
Sin embargo, bajo condiciones anaerobias, su biodegradabilidad es minima y se realiza
mediante un sistema de mecanismos que aun no se conocen en profundidad, aunque este
es un tema que actualmente sigue siendo motivo de numerosas investigaciones y

discusiones cientificas.

Son muchos los factores a tener en cuenta a la hora de estudiar la biodegradabilidad
del LAS, entre ellos podemos citar: la concentracion de oxigeno disuelto, presencia de
surfactantes cationicos, sales o contaminantes organicos y pH, entre otros. Bajo condiciones
anaerobias, los procesos de biodegradacion se dan con mayor dificultad. McEvoy and Giger
(1985) midieron las concentraciones de LAS en lodos antes y después de su digestion
anaerobia y sugieren que no ocurre degradacion del LAS durante esta digestion. Segun
Matthijs and De Henao (1987) las concentraciones de LAS en lodos anaerobios son
significativamente mas elevadas que en lodos aerobios. Por todo lo expuesto hasta el
momento, el LAS se ha considerado como una sustancia no degradable en medios
anaerobicos (Giger et al., 1989; Painter and Mosey, 1992; Denger et al., 1996). No obstante,
hay presencia de acidos sulfofenilcarboxilicos (SPCs) en sedimentos marinos anaerébicos
(Gonzalez-Mazo et al., 1997) y ademas, se ha descrito que el LAS puede ser usado como
fuente de azufre por una bacteria anaerébica (Denger and Cook, 1999). Estudios recientes
muestran que la resistencia del LAS a la biodegradacién en condiciones anaerdbicas es
debido en parte a su falta de biodisponibilidad (Mogesen et al., 2003; Garcia et al., 2006). El
empleo de reactores que permitan una mayor biodisponibilidad del LAS incrementa
considerablemente la biodegradabilidad del homologo C-12 en anaerobiosis (Mogesen et al.,
2003). Segun Leon et al. (2001), el LAS puede iniciar su biodegradacion en condiciones

aerobias y continuar en condiciones anaerobias.
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El LAS sufre degradacion primaria inducida por microorganismos en condiciones
aerobias, generandose acidos sulfofenil carboxilatos (SPCs) como intermediarios de
biodegracion. El proceso de biodegradacion comienza mediante una w-oxidacion y
seguidamente B-oxidacion, seguida de la apertura del anillo y la desulfonacién (Schoberl,
1989; Cook, 1998; Yadav et al., 2001). Estos compuestos intermedios poseen una toxicidad
mucho menor que la molécula madre, ademas de no presentar propiedades detersivas. La
biodegradacion completa del LAS concluye con la rotura del anillo bencénico y la total
mineralizacion del compuesto transformandose en CO,, H,O, NaSQO,, que se incorporan a la
biomasa del ecosistema (Heinze et al., 1993) (Fig. 1.7). En este contexto, Parvivaculum
lavamentivorans, una bacteria heterotréfica, utiliza 3-C12-LAS como Unica fuente de
carbono y energia, y excreta 4-C6-SPC (Schleheck et al., 2000, 2003). Seguidamente otra
bacteria, Delftia acidovorans, lleva a cabo una mayor degradacién de este SPC (que se
degrada completamente en cultivos puros) mediante la ruptura del anillo (Schulz et al.,
2000). Algunos autores hablan de rutas de degradacion alternativas que implican una

desulfonacion inicial del LAS (Campos-Garcia et al., 1999).

OOH
©-OXIDACION

SO3Na SOgNa

LAS SPC

(Acido Sulfofenil Carboxilico)

;3 -OXIDACION

CO,, H,0, Biomasa «——
+ CHs-COOH

SO;3;Na
Fig 1.7. Biodegradacion completa del LAS (Redibujado de Heinze and Brittonm, 1993)
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En general la completa degradacién de los surfactantes requiere de la intervencién
de un consorcio microbiano. De esta manera, la degradacion del LAS precisa la accién de 4
miembros del consorcio, 3 para degradar de forma sinérgica la cadena lateral y uno mas
para la mineralizaciéon del anillo aromatico (Van Ginkel, 1996; Hrsak and Grbic-Galic, 1995;
Hrsak, 1996; Jiménez et al., 1991; Yadav et al., 2001). Esta hipétesis es reforzada con el
descubrimiento de SPCs a,B-insaturados en cultivos mixtos (Eichhorn and Knepper, 2002).
Segun Jiménez et al. (1991), el LAS es mineralizado bajo condiciones aerobias por un
consorcio, compuesto por cuatro miembros bacterianos Gram negativos, tres de los cuales
poseen propiedades bioquimicas caracteristicas de Pseudomonas sp., y el cuarto
caracteristicas de Aeromonas sp. Ademas, algunos estudios elaborados usando cultivos
puros han demostrado que muchas especies de bacterias degradan parcialmente LAS pero
no mineralizan completamente el surfactante (Sigoillot and Nguyen, 1990; Swisher, 1987).
Khaled and Khleifat (2006) observaron que un consorcio bacteriano constituido por dos
miembros (Pantoea agglomerans y Serratia odorifera) eran capaces de degradar LAS si se
les hacia crecer en un medio minimo y en otro suplementado con fuentes de carbono vy
nitrogeno. Por lo anteriormente expuesto, la completa degradacién biolégica de los
surfactantes parece requerir la actividad de distintos consorcios microbianos, y es por ello
que en numerosas ocasiones el intento de conseguir la completa degradacion de estos
productos mediante la utilizacion de un uUnico microorganismo ha fracasado de forma
reiterada hasta el momento actual. Segun Swisher (1987) entre las especies que mas
comunmente se encuentran en el medio ambiente y son capaces de degradar tensioactivos
se encuentran Pseudomonas y Aerobacterias. Yoshimura (1984) aislé bacterias de lodo
activos procedentes de rios y encontré6 entre ellas especies como Pseudomonas,
Necromonas y Moraxella, capaces de degradar la cadena alquilica del LAS pero no el anillo
bencénico, mientras otras especies Gram negativas no podian degradar el LAS pero si el
anillo, por lo que una mezcla binaria de estos dos tipos de organismos serian capaces de
degradar el 100 % de LAS.

Los diferentes homdlogos e isomeros del LAS son atacados a través de diversas

rutas; de acuerdo con el “principio de distancia” (Enciclopedy of Industrial Chemistry, 1994;
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Roberts, 1991; Swisher, 1963; 1987), la velocidad de degradacién aumenta cuando se
incrementa la distancia del grupo metilo terminal al lugar donde se acopla el grupo
sulfofenilo o cuando se incrementa la longitud de la cadena alquilica. Segun un estudio
desarrollado por Coello et al. (2004) en el que se comparan los distintos tiempos de
biodegradacion para cada no de los homodlogos del LAS individualmente en un reactor
biolégico a escala de laboratorio, los mayores tiempos son observados en aquellos

homdélogos de mayor longitud de cadena alquilica.

La vida media del LAS varia sensiblemente en funcion del medio donde este se
encuentra, fluctuando entre las 3-4 horas en plantas depuradoras a los varios dias en el
caso de lodos, suelos o sedimentos aerobios. No obstante, en todos los casos la tasa de
biodegradabilidad es cercana al 100%. Numerosos estudios han demostrado que el LAS en
condiciones aerébicas es rapidamente degradado (Jensen, 1999; Kichler and Schnaak,
1997).

La vida media del LAS en suelos agricolas es de entre 1 y 4 semanas, debido en
gran medida a la intensa biodegradacién ejercida por los microorganismos del suelo
(Kanaebel et al., 1990; Brandt et al., 2003). Debido a este proceso, su acumulacion en el
medio edafico se ve fuertemente disminuida presentando una reducida vida media (Kichler
and Schnaak, 1997). En la Tabla 1.8. se muestra la vida media del LAS en suelos segun

diferentes autores.

35



1. Introduccién

Tabla 1.8. Vida media del LAS en suelo (dias, segun diferentes autores)

AUTOR VIDA MEDIA (DIAS)

De Henau et al. (1986) 8-27
Litz et al. (1987) 7-10

Figge and Schoberl (1989) 13-26
Holt et al. (1989) 22
Kuchler and Schnaak (1997) 3.7
Jensen et al. (1999) 721
Scott and Jones (2000) 1-87
Elsgaard et al. (2001b) 14
Elsgaard et al. (2003) 1-4.1
Jacobsen et al. (2004) 20
Ying (2006) 7-33

De la Tabla 1.8. se desprende que el LAS presenta en todos los casos una reducida
vida media, lo cual parece indicar que los microorganismos del suelo se adaptan a la
biodegradacion de este compuesto.

A pesar de que tradicionalmente se consideraba que el tipo de suelo no afecta la
biodegradacién del LAS (Larson et al., 1989), estudios mas recientes (Knaebel, 1994; 1996)
revelan una importante incidencia de las caracteristicas edéaficas sobre el proceso de
biodegradacién del tensioactivo. De esta manera, la biodisponibilidad y biodegradabilidad
del LAS no so6lo depende del porcentaje de LAS aportado y de sus caracteristicas
moleculares (Litz et al., 1987; Schdberl et al., 1988; Knaebel et al., 1990; Nielsen et al.,
2004) sino también de factores fisicos y quimicos del suelo tales como temperatura, pH,
oxigeno, contenido en materia organica y contenido de agua. De esta manera, el pH y el
contenido de materia organica del suelo presentan una relacion directa con la adsorcion del
LAS (Kristiansen et al., 2003) mientras que la humedad del suelo se relaciona positivamente
con la biodisponibilidad del LAS y, por tanto, con su toxicidad para los microorganismos

edaficos (Nielsen et al., 2004). La adsorcion del LAS al suelo depende también de las
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caracteristicas quimicas particulares de los diferentes homodlogos del LAS. Segun Hand and
Williams (1987), los homologos del LAS con cadenas mas largas pueden ser adsorbidos con
mas intensidad por las particulas del suelo y lo mismo ocurre conforme aumenta la distancia
del grupo sulfofenilo al final de la cadena alquilica. Jacobsen et al. (2004), observaron en
microcosmos edaficos que la vida media del homologo C13 era mayor que la vida media de
los homdlogos con cadenas mas cortas, debido a la mayor adsorcién de este homélogo en
el suelo y su menor biodisponibilidad. Knaebel et al. (1996) demostraron que la gran afinidad
del LAS por la matriz del suelo, disminuye su biodisponibilidad para la biodegradacion.
Muchos autores indican que el coeficiente de adsorcion del LAS al suelo esta
probablemente correlacionado con su contenido en materia organica y en arcilla (Matthijs
and DeHenau, 1985; Litz et al., 1987; McAvoy et al., 1994; Di Toro et al., 1990; Bintein and
Devillers, 1994).

Un problema adicional que puede afectar a la biodegradaciéon del LAS y, como
consecuencia, potenciar su efecto téxico en el medio ambiente terrestre y acuatico, es su
precipitaciéon con sales de calcio y magnesio. Una vez precipitado el LAS disminuye su
disponibilidad para ser biodegradado (Berna et al., 1989; De Wolf and Feijtel, 1998; Verge et
al., 2001, Garcia et al., 2006).

1.5. TECNICAS BIOQUIMICAS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADAS AL ESTUDIO
DE LA MICROBIOTA DEL SUELO

El estudio del impacto de compuestos contaminantes xenobidticos sobre la
composicion, estructura, diversidad y funcién de la comunidad microbiana en el suelo se ha
enriquecido considerablemente en las ultimas décadas como consecuencia de la
incorporacién a la ecologia microbiana de nuevas técnicas de estudio derivadas de los
campos de la biologia molecular y de la bioquimica. A continuacion se procede a la
descripcion de estas nuevas metodologias, las cuales han sido utilizadas en las distintas

etapas de esta investigacion.
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1.5.1. Técnicas bioquimicas aplicadas al estudio de la funcién de la comunidad

microbiana en el suelo. Actividades enzimaticas

La comunidad microbiana del suelo desempefia una funcion basica en el desarrollo
de los ciclos biogeoquimicos y es, en buena medida, responsable del desarrollo de la
estructura y funcién del ecosistema edafico (Smith et al., 1993). Los microorganismos del
suelo, gracias a su gran versatilidad bioquimica, desempenan una gran variedad de
funciones en el ecosistema, todas ellas basadas en su capacidad para participar en una
amplia diversidad de reacciones biogeoquimicas, tales como reacciones de oxidacion,

reduccion y precipitacién (Garcia el al., 2003).

En este sentido, el estudio de las actividades enzimaticas en el suelo constituye un
adecuado indicador que puede proporcionar una vision generalizada del estado bioldgico y
bioquimico del sistema, ya que es un parametro sensible y util en la monitorizaciéon de los
cambios que puedan darse en el suelo tras ser sometido a procesos de contaminacion. De
esta manera, el analisis de la actividad enzimatica del suelo permite evaluar la incidencia de
acciones diversas sobre él, y su influencia en la calidad bioldégica y bioquimica del
ecosistema. Jensen et al. (2001), demostraron que el LAS puede causar la inhibicién de la
actividad biolégica en el suelo, afectando de forma decisiva a su fertilidad y a los ciclos de

los nutrientes.

Las reacciones bioquimicas del suelo son mediadas por enzimas, que son proteinas
con propiedades cataliticas especificas para los tipos de reacciones en las que participan.
Esta especificidad es impuesta por la naturaleza de los grupos radicales ligados a las
cadenas de las sustancias susceptibles. Asi, las principales propiedades de las enzimas son

su especificidad y su eficiencia catalitica.

Las enzimas son dificiles de extraer del suelo, por lo que se estudian indirectamente
a través de su actividad. A excepcion de la enzima deshidrogenasa, la cual sélo se
encuentra en células viables, la mayor parte de las enzimas pueden existir de forma libre en
la matriz edéfica, bien secretadas por microorganismos, bien originadas a partir de desechos

microbianos y/o residuos vegetales. Cuando se inmovilizan en coloides minerales (arcillas) u
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organicos (moléculas humicas) resultan especialmente adecuadas como indicador, ya que

son mas resistentes a la degradacion y permanecen activas en el suelo por mas tiempo.

Es importante considerar que los valores de las actividades enzimaticas susceptibles
de ser medidas deben ser considerados como potenciales, ya que corresponden a
condiciones “in vitro” donde la temperatura, pH, oxigeno y otras variables que afectan la

actividad microbiana son optimizados.

Como ha sido comentado previamente, la actividad deshidrogenasa se produce de
manera intracelular y esta asociada a procesos respiratorios de los microorganismos. Por
tanto, se considera que esta actividad enzimatica es mas dependiente del estado metabdlico
y de la actividad bioldgica en general que cualquiera de las demas actividades presentes en
el suelo. La actividad deshidrogenasa se utiliza con frecuencia como un indicador de la
biomasa y de la actividad microbiana. Numerosos estudios (Malkomes and Wohler, 1983;
Kowalczyk, 1992; Elsgaard et al., 2001a) han demostrado que la actividad deshidrogenasa

disminuye progresivamente ante valores crecientes de concentracion de LAS en el suelo.

El fésforo, junto con el nitrégeno, constituye un importante factor limitante para las
plantas y microorganismos del suelo. Los vegetales deben absorberlo en su forma reactiva
soluble a través de su sistema radicular. La concentracién de esta forma de fésforo en el
suelo es reducida, y normalmente muestra rangos de concentracion que varian entre 5y 30
mg/kg. Estos reducidos valores de concentracién son, en parte, consecuencia de los
procesos de precipitacion del fosforo reactivo soluble tras reaccionar con iones de calcio,
hierro y aluminio, lo que disminuye de forma notable la biodisponibilidad del fosfato. Estos
procesos de inmovilizacion también afectan a los fosfatos inorganicos aplicados como
fertilizantes quimicos (Peix et al., 2001). Por tanto, la solubilizacion del nutriente desde las
distintas rocas fosfatadas y de otras fuentes de fosforo inorganico derivada de la actividad
de los microorganismos del suelo resulta una via fundamental que garantiza el aporte de
fésforo al sistema. Las enzimas fosfatasas (tanto acida como alcalina) hidrolizan el fésforo
no disponible para los productores primarios del suelo hasta formas inorganicas

bioasimilabes. La mayoria de los estudios atribuyen un origen microbiano a la actividad
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fosfatasa en el suelo, aunque en muchas ocasiones esta actividad es temporal y se pierde
con rapidez (Dick and Tabatabai, 1993). La actividad de las enzimas fosfatasas es inhibida
(retroinhibida) por el producto final de su reaccion enzimatica, el fésforo inorganico. De esta
manera, s6lo se produce la activacion de la actividad fosfatasa microbiana si existen
deficiencias en la concentracién de fosforo inorganico soluble disponible (Nannipieri et al.,
1979).

La arilsulfatasa juega un importante papel en los procesos en los que el azufre
organico del suelo es mineralizado y transformado para quedar biodisponible para los
productores primarios. (Freney, 1961; Tabatabai and Bremner, 1972; Neptun et al., 1975).
Esta capacidad enzimatica, una de las mas comunes en los suelos (Speir, 1978), permite a
las plantas (Freney et al., 1975), bacterias y hongos del suelo (Dodgson et al., 1982) no sélo
satisfacer su necesidad en i6n sulfato, sino también degradar ciertos compuestos
xenobidticos (Kertesz et al., 1994) cuya presencia puede ser negativa para ellos. Todo ello
justifica la necesidad de conocer y evaluar su capacidad hidrolitica en cada medio concreto
(Gonzélez et al., 2003).

1.5.2. Técnicas moleculares de determinacion de la biodiversidad microbiana en el

suelo

Tradicionalmente, la visidon acerca de la diversidad de microorganismos edaficos
estaba basada en la obtencidon de cultivos de laboratorio en medios especialmente
formulados para ello. Sin embargo, algunos autores estiman que sélo el 1% de los
microorganismos del suelo crecen en medios de cultivo en el laboratorio y no se conoce con
exactitud si este porcentaje es representativo de la densidad que realmente habita en el
sistema (Torsvik et al., 1990; Torsvik et al., 1998). Debido a esto, resulta imposible elaborar
una clasificacion de los microorganismos en funcidon de sus propiedades fisiologicas y
bioquimicas, dado que aproximadamente un 99% de la totalidad de microorganismos que
existen en la naturaleza no ha sido jamas aislado ni cultivado en condiciones de laboratorio
(Muyzer, 1999). Esta situacion es consecuencia en gran medida de la falta de conocimientos

sobre los requerimientos reales de los mismos en condiciones naturales, que impide emular
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con precision tales condiciones en el laboratorio, asi como al aun insuficiente conocimiento
de las posibles interdependencias entre los microorganismos en sus habitats naturales
(Muyzer and Smalla, 1998). Por tanto, la diversidad procariota conocida representa solo la
punta del iceberg, y en las ultimas décadas se ha hecho manifiesta la necesidad de
introducir nuevas técnicas que proporcionen el complemento necesario a los métodos
microbioldgicos tradicionales y que permitan obtener una informacién mas precisa sobre la

importancia de la diversidad bacteriana en el mantenimiento de los ecosistemas.

En este contexto, a partir de la década de los ochenta se produjo una revolucién
espectacular en el conocimiento de la biodiversidad microbiana en suelos debido a la
incorporacién de novedosas y potentes técnicas de estudio que no requieren del cultivo
previo de los microorganismos (Insam, 2001; Kirk et al., 2004). Estas técnicas se basan en
el analisis de acidos nucleicos (DNA y RNA) que pueden extraerse directamente de
muestras de suelo sin necesidad de realizar cultivos previos y que permiten diferenciar de
forma precisa los distintos grupos de microorganismos presentes en el mismo. La
descripcion de los microorganismos presentes en muestras de suelo experimentd un gran
avance gracias a la utilizacion de la informacioén que proporcionan los genes que codifican el
RNA ribosdmico, y en particular el gen que codifica la subunidad menor del ribosoma
bacteriano 16S rRNA (ADNr 16S) (Macrae, 2000) (Fig. 1.8). La utilizaciéon de este marcador
molecular presenta una serie de ventajas: 1) esta presente en todos los organismos y tiene
la misma funcién en todos ellos; 2) debido a restricciones estructurales, diferentes regiones
de la molécula presentan distinto grado de variabilidad en secuencia, lo que permite realizar
comparaciones con diferente nivel de resolucién; 3) Su transmisién es principalmente
vertical ya que se considera que no esta sujeto a transferencia génica horizontal entre
microorganismos; 4) la longitud de su secuencia tiene un tamafo adecuado como para
proporcionar suficiente informacién y 5) el analisis de su secuencia permite realizar
reconstrucciones filogenéticos de los microorganismos. Por todo ello, este gen cumple los
requisitos para actuar como una apropiada sonda evolutiva, al tratarse de un gen de
distribucion universal que posee una funcién constante, que cambia con suficiente lentitud
como para permitir detectar relaciones muy antiguas, y de un tamafio relativamente pequefo

(aproximadamente 1,5 Kb) que ha facilitado su secuenciacién. La secuencia del ADNr 16S
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presenta una estructura de mosaico caracterizada por la alternancia de regiones altamente
conservadas en el reino procariota y de regiones hipervariables que solo estan conservadas
entre los individuos evolutivamente muy préximos. Esa estructura ha permitido el disefio de
cebadores universales para la aplicacion de estrategias de PCR (Weisburgh et al., 1991),
que posibilitan la clonacion de fragmentos de los ADNr 16S de microorganismos a partir de
ADN total extraido de muestras naturales y, de este modo, profundizar en el conocimiento
de la diversidad de las comunidades microbianas en los ecosistemas naturales (Muyzer and
Smalla, 1998).
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Fig 1.8. Estructura y componentes del ribosoma procariota

A pesar de que estos estudios proporcionan una exploracion de la diversidad
microbiana superior a la que se vislumbraba a partir de los métodos tradicionales
dependientes de cultivo de los microorganismos, presentan dos claros inconvenientes: la
clonacion es un método laborioso y poco practico para multiples muestras, y por lo tanto es
dificil de aplicar en el estudio de la dindmica de poblaciones, constantemente influenciadas

por las fluctuaciones naturales de los parametros ambientales o las perturbaciones
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introducidas por la actividad humana sobre el medio ambiente. Por ello mas recientemente
se han desarrollado otras técnicas de huella genética mas apropiadas para estos propositos.
En este contexto, Muyzer (1999) introdujo la técnica de electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) en el campo de la ecologia microbiana. Esta técnica, junto con su
homologa TGGE (electroforesis en gel con gradiente de temperatura), fue inicialmente
disefiada para distinguir mutaciones genéticas, y permite la separacion de fragmentos de

ADN de igual tamario pero de distinta secuencia de nucleétidos.

El fundamento de la técnica se basa en la disminucién de la velocidad electroforética
que sufren las moléculas de ADN de doble cadena cuando se encuentran parcialmente
desnaturalizadas, debido a cambios de la forma fisica que afectan a su movilidad cuando
migran en la matriz de un gel que contiene un gradiente lineal de agentes desnaturalizantes
del ADN. El gradiente desnaturalizante se puede crear bien a partir de sustancias quimicas
(DGGE) o bien mediante un rango de temperaturas (TGGE) que es mas faciimente
reproducible, y por tanto proporciona resultados mas comparativos (Riesner et al., 1989).
Cuando la electroforesis de una mezcla de fragmentos amplificados de ADN a partir de ADN
total extraido de una muestra ambiental se realiza en condiciones adecuadas en geles de
poliacrilamida bajo un gradiente lineal de desnaturalizantes, las moléculas con distinta
secuencia se desnaturalizan parcialmente a distintas alturas del gradiente, y como
consecuencia se detienen en su migracion electroforética en distintas posiciones en el gel
(Muyzer and Smalla, 1998; Muyzer, 1999). De esta forma, resulta posible obtener perfiles de
la composicion de la poblacion en la muestra de partida. Una vez separadas, las bandas
correspondientes a distintas secuencias de ADN pueden reamplificarse con los mismos
cebadores y ser secuenciadas, permitiendo la comparacién de las nuevas secuencias con
las ya conocidas y depositadas en los bancos de datos, estableciendo finalmente su

afiliacion taxonémica (Fig. 1.9).
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Fig 1.9. Esquema de la aplicacién de la técnica de DGGE/TGGE a estudios de la biodiversidad
microbiana de los ecosistemas

Las ventajas de esta técnica son multiples: permite investigar la diversidad de una
poblacion microbiana natural sin necesidad de aislar y estudiar individualmente sus
componentes, posibilita la identificacion de los microorganismos hasta nivel de especie, es
apta para el analisis simultaneo de un elevado numero de muestras, y permite comparar los
perfiles de biodiversidad de la poblacion evaluando diferencias espaciales y temporales en
un determinado nicho ecoldgico, asi como el impacto producido por la introduccion de
agentes externos (Kirk et al., 2004). Hoy en dia se considera una técnica especialmente

apropiada para la caracterizacion de poblaciones naturales, en las que, como se expuso

44



1. Introduccién

anteriormente, un porcentaje elevado de microorganismos presentes pueden ser no

cultivables.

Las técnicas de DGGE/TGGE son de una gran versatilidad y admiten numerosas
variantes en su aplicacion, siendo su principal limitacion el tamafio maximo de los
fragmentos a separar (<500pb). La opcidn inicial y mas utilizada se basa en la amplificacién
de fragmentos del ADNr 16S de los integrantes de la poblacién objeto de estudio, aunque
existen numerosas variaciones de la técnica puestas a punto por diferentes laboratorios a lo
largo de la ultima década. Las regiones hipervariables escogidas con mas frecuencia para
estos estudios son la V3 y la V6, para las cuales se han disefiado parejas de cebadores

universales (Muyzer and De Vaal, 1994; Heuer et al., 1997).

La desventaja de emplear cebadores universales para el ADNr 16S radica en la
limitacion fisica para separar un elevado numero de fragmentos en la superficie del gel, lo
cual conduce a patrones de poblaciones muy complejos, que dificultan el aislamiento de
bandas individuales para su reamplificacién y secuenciacion, y que tan sélo aportan
informacién acerca de los microorganismos predominantes en una comunidad determinada
(Muyzer and Smalla, 1998). Por este motivo, en el presente trabajo de investigaciéon se han
seleccionado parejas de cebadores que permiten la amplificacidon selectiva de fragmentos
del ADNr 16S de distintos grupos bacterianos. En concreto, esta técnica ha permitido el

estudio de los grupos bacterianos mas representativos del suelo agricola problema:

- Actinomicetos (Heuer et al., 1997).

- Alfa-proteobacterias (Gomes et al., 2001)
- Beta-proteobacterias (Gomes et al., 2001)
- Acidobacterias (Barns et al., 1999)

Para cada uno de los grupos bacterianos se han aplicado estrategias de PCR

anidada, empleando un primer par de cebadores especifico de grupo, seguido de un

segundo par de cebadores universales, para obtener finalmente amplicones de un grupo de
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poblacion determinado que reunen los requisitos para ser susceptibles de separacion
DGGE/TGGE (Muyzer and Smalla, 1998; Gomes et al., 2001).

Recientemente, este tipo de investigaciones han dado un nuevo giro, enfocandose
hacia el estudio de la biodiversidad de grupos microbianos con papeles ecoldgicos
concretos (grupos funcionales) y empleando genes funcionales como base del estudio. Esta
aproximacién proporciona patrones de la diversidad genética para el gen funcional del que
se trate, y permite el estudio de actividades especificas de determinadas poblaciones
facilitando tanto la discriminacion entre microorganismos filogenéticamente cercanos pero
con diferentes papeles ecolégicos, como de grupos funcionales constituidos por
microorganismos filogenéticamente heterogéneos. Un ejemplo de esta aplicacion es el
estudio del grupo bacteriano de oxidadoras de amonio, mediante amplificacion del gen
amoA, estructural para la subunidad a de la enzima amonio-monooxigenasa (Rotthauwe et
al., 1997; Nicolaisen and Ramsing, 2002). Como se ha comentado en el apartado 1.4.1.4.1.,
las bacterias oxidadoras de amonio son un grupo especialmente sensible al LAS. La especie
oxidadora de amonio por excelencia es Nitrosomonas europea. Por otra parte, las bacterias

del género Nitrosospira sp. son encontradas en muy pocos casos.

El suelo, debido a sus especiales caracteristicas y a su estabilidad, constituye un tipo
de ecosistema en el que la diversidad de microorganismos se hace especialmente evidente.
En términos de abundancia, los aportes de materia organica e inorganica que el suelo recibe
mantienen una inmensa cantidad de microorganismos que apenas aun se esta
comenzando a descubrir. Por este motivo, las técnicas DGGE/TGGE resultan de especial
utilidad para poder establecer con rigor cientifico la importancia de la diversidad bacteriana
(total o correspondiente a determinados grupos funcionales) asi como la dinamica
caracteristica de sus poblaciones en el suelo (Gomes et al., 2001; Nicolaisen and Ramsing,
2002; Cheung and Krinkle, 2001). De esta manera, la utilizacion de técnicas moleculares
basadas en la secuenciacién del ADNr 16S revolucioné en buena medida el campo de la
microbiologia edafica a través del descubrimiento de nuevos grupos bacterianos,
desconocidos hasta el momento. El ejemplo mas apasionante lo constituye la constatacion

de la importancia de un nuevo Philum bacteriano, denominado Acidobacteria (Kuske et al.,
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1997; Ludwig et al.,, 1997), detectado en todos los suelos estudiados con técnicas
moleculares. Desde el punto de vista filogenético se trata de un grupo extremadamente
diverso, pero se dispone tan solo de tres géneros (con una especie cada uno) en cultivo de
laboratorio y caracterizados taxonémicamente (Acidobacterium capsulatum, Geothrix
fermentans y Holophaga foetida) (Janssen et al., 2002; Sait et al., 2002; Quaisser et al.,
2003), aunque muy recientemente ha sido aislado y caracterizado un nuevo género
perteneciente al Philum Acidobacteria denominado Terriglobus, cuya especie tipo es
denominada Terriglobus roseus (Stephanie et al., 2007). Las capacidades metabdlicas de
estas especies son muy diferentes con lo que es dificil inferir el posible papel de las
bacterias del Philum Acidobacteria en suelos. Algunos autores, basandose en el andlisis
filogenético del ARNr 16S proponen que las acidobacterias, se dividen en seis grupos que
difieren hasta un 22% en sus genes ARNr 16S (Quaiser et al., 2003; Barns et al., 1999). A
pesar de lo mencionado, la informacion genética y fisioldgica acerca de las Acidobacterias

es aun muy escasa.

Los Actinomicetos, que comprenden aproximadamente el 20-60% de la poblacion
microbiana del suelo, representan probablemente el grupo de bacterias mas amplio y
diverso en este ecosistema. Se encuentran distribuidos en diferentes habitats, sin embargo
su ambiente natural es el suelo, en el cual desempefan su funcion ecoldgica principal de

descomposicion de la materia organica, incluyendo lignina y otros polimeros recalcitrantes.

Segun Hugenholz et al. (1998), de entre todos los grupos bacterianos presentes de
forma habitual en muestras de suelo los mas frecuentemente encontrados pertenecen a la
subclase a de la clase proteobacteria, actinobacterias, y a los dos nuevos filum

Acidobacteria y Verrucomicrobia.

Los métodos de identificaciéon basados en técnicas moleculares han supuesto
también un avance sin precedentes en el conocimiento de la ecologia de las bacterias
nitrificantes. Este grupo microbiano se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y
parece tolerar un amplio espectro de condiciones ambientales. Segun Atlas and Bartha
(2001) se han aislado bacterias nitrificantes de suelos evidentemente acidos (pH 4) y de

sistemas donde la temperatura es extrema, como las profundidades del océano (T<5°C) y
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desiertos (T>60°C). Aunque son aerobias, han sido aisladas en sistemas hipdxicos tales
como redes de alcantarillado urbano o sedimentos marinos. Las bacterias nitrificantes son,
ademas, de crecimiento extremadamente lento y muy dificiles de cultivar en condiciones de
laboratorio. Debido a todas estas singulares caracteristicas, el estudio de este grupo
bacteriano resultaba especialmente complicado cuando sé6lo se basaba en la aplicacion de
técnicas microbiolégicas clasicas. Este especial grupo comprende tanto las bacterias

oxidadoras de amonio (fase |) como a las oxidadoras de nitrito (fase Il).

De todo lo expuesto puede deducirse que el andlisis de la biodiversidad
microbiana supone una adecuada aproximacién a la evaluacién de la estabilidad y riqueza
de los ecosistemas. Sin duda, una importante aplicacion de este tipo de estudios consiste en
la cuantificacion del impacto antropico sobre un ecosistema determinado. En principio, se
podria partir de la hipétesis de que existe una relacion inversa entre el grado de intervencion
o forzamiento del ecosistema y su biodiversidad microbiana. Ademas, este conocimiento
podria ayudar a definir sistemas de reforestacién o rehabilitacion de zonas perturbadas,
puesto que los microorganismos ayudan directamente al desarrollo de las plantas (Odalde
and Aguilera, 1998). Es por ello que los efectos de practicas agricolas asi como los
producidos por fertilizantes, pueden ser evaluados a partir de las determinaciones de la
biomasa microbiana, de su actividad metabdlica y mediante el recuento de las poblaciones

microbianas presentes en el suelo (Acuia et al., 2006).

Aunque, como ha quedado expuesto en este capitulo de Introduccion, existe
actualmente un amplio conocimiento en torno a la biodegradacion e impacto del LAS sobre
la microbiota, la mayor parte de los estudios hasta ahora publicados abordan estas
cuestiones desde posiciones sectoriales y/o monodisciplinares, con las consiguientes
limitaciones metodolégicas y técnicas que esto conlleva. En este contexto, y como
aportacién a esta linea de investigacién, en el presente trabajo se combinan técnicas
correspondientes a distintas areas de conocimiento como la microbiologia, la quimica y la
biologia molecular, para determinar y cuantificar el impacto de un contaminante xenobi6tico
(LAS) sobre la composicion, diversidad y funcion de la comunidad microbiana en el

ecosistema edafico.
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2. Objetivos

OBJETIVOS DE INVESTIGACION

Hoy en dia es innegable la crucial importancia que los detergentes representan en la
calidad de vida de las personas. Su elevada produccién mundial, la necesidad de su empleo
y la toxicidad que pueden presentar tanto sus formas iniciales como algunos de sus
productos de degradacion, determinan la necesidad de su control en los diferentes
compartimentos medioambientales. El Sulfonato de Alquilbenceno Lineal (LAS) constituye el
principio activo de la mayoria de estos detergentes y el uso de lodos bioldgicos junto con la
marcada demanda de agua para el terreno de labor determina su presencia en el suelo. La
microbiota edafica resulta esencial para el correcto funcionamiento de este ecosistema, de
manera que la presencia de LAS en los suelos agricolas puede alterar tanto su biodiversidad
como la densidad de sus poblaciones, lo cual se puede traducir a largo plazo en la pérdida

de fertilidad del suelo.

En este contexto, y como objetivo principal de esta investigacion, se pretende
estudiar la capacidad de biotransformacion del Sulfonato de Alquilbenceno Lineal (LAS) por
parte de la microbiota presente en un suelo agricola de la Vega de Granada, asi como
detectar los posibles efectos que el tensioactivo pueda inducir sobre la composiciéon y

biodiversidad microbiana de dicho sistema edafico.

Para alcanzar este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

1) Analizar in situ la dinamica espacial y temporal del proceso de biotransformacién
del LAS mediante el seguimiento de la concentracion del tensioactivo y del recuento de
microorganismos cultivables heterotrofos tras adiciones controladas de LAS sobre una

parcela experimental de la Vega de Granada.

2) Determinar la respuesta de la microbiota edéfica existente frente a la presencia del

LAS en el suelo, asi como su capacidad para biotransformarlo, mediante el aislamiento e
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identificacion de cepas bacterianas con capacidad de crecimiento en medios suplementados

con diferentes concentraciones del surfactante.

3) Llevar a cabo ensayos de biotransformacion y estudios de perfiles de
biodiversidad en sistemas de microcosmos edaficos controlados adicionados de LAS,
utilizando la técnica de electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) y
empleando cebadores de PCR especificos para los grupos bacterianos mas representativos
presentes en el suelo (Alfa-proteobacterias, Beta-proteobacterias, Acidobacterias, Bacterias
Gram positivas de alto G+C y Beta-proteobacterias oxidadoras de amonio). Estos ensayos
permitiran describir el comportamiento diferencial de estos grupos frente a la presencia del

contaminante.
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3. Material y Métodos

3.1. TRATAMIENTOS CON LAS EN PARCELAS EXPERIMENTALES

Con el objetivo de determinar in situ el efecto del LAS sobre la microbiota cultivable
presente en suelos agricolas, asi como la biotransformacién del tensioactivo, se llevaron a
cabo una serie de ensayos consistentes en la adicion del surfactante sobre el suelo de una
parcela agricola experimental localizada en la Vega de Granada (Fig. 3.1). La parcela objeto
de estudio, de unos 36 m? de superficie, pertenece a la finca Santa Maria localizada en el
municipio de Belicena a 5 km de Granada (coordenadas: 37° 11’ 09,50” N; 3° 31’ 39,85” O).
La concentracion inicial de LAS en el suelo de la parcela, previa al desarrollo de las

adiciones, era de 0.3-0.4 mg/kg.

Rio Genil

Armilla

\ §/~
N N
l/I—-|

Peninsula Ibérica

Granada

== == = |imite del acuifero de la vega de Granada

Fig 3.1. Plano de la Vega de Granada donde se muestra la localizacion de la parcela experimental en
la que se realizaron los tratamientos in situ

En total se llevaron a cabo 4 ensayos, correspondientes a cada una de las estaciones
del afo (verano 2005, otofio 2005, invierno 2006 y primavera 2006). En todos los casos, la

cantidad de LAS afiadida a la parcela fue idéntica (5.5 g/m?), de manera que la variabilidad
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registrada fuera solo atribuible a las distintas condiciones meteorolégicas y de riego. Para
conseguir una concentracion de LAS en la parcela de 5.5 g/m?, se pesaron y aplicaron al
suelo 449.5 g de la mezcla comercial de LAS (44.05% materia activa) y se llevaron a un
bidén que contenia 100 litros de agua de pozo. Tras agitar intensamente, la disolucion

lograda se vertia sobre el suelo experimental (Fig. 3.2).

Previamente a la adicion del tensioactivo, el suelo objeto de estudio era humedecido
mediante un riego superficial con agua de pozo, con objeto de evitar un exceso de infiltracion
de la solucion acuosa de LAS a través de canales preferentes generados por desecacion.
Ademas, el suelo era sometido a riegos periddicos a lo largo de cada ensayo (frecuencia
aproximada de riego: 6 dias) con el objetivo de simular las condiciones naturales de un suelo

de labor agricola.

Ademas, a lo largo de todo el ensayo se controlaron una serie de variables
ambientales tales como precipitacion, evaporacion, humedad relativa, velocidad del viento,
temperatura del aire (maxima, minima y media) y temperatura del suelo a 10, 25 y 50 cm de

profundidad.
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Fig 3.2. Parcela experimental donde se llevaron a cabo los experimentos de adicion de LAS. En la
imagen se puede apreciar el aspecto del suelo tras realizar una adicién de LAS

Las variables meteorologicas consideradas consistian en valores medios diarios
registrados por la estacion meteorolégica 84190 del Aeropuerto de Granada-Jaén “Federico
Garcia Lorca” (Lat. 37.18; Long. -3.78; Alt. 567 m.s.n.m).

La temperatura del suelo se determiné in situ mediante la utilizaciéon de tres sondas,

las cuales permanecieron enterradas bajo el suelo durante cada uno de los tratamientos.

La Tabla 3.1. resume los valores de las principales variables meteoroldgicas y de

temperatura del suelo registradas durante el periodo de estudio.
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Tabla 3.1. Resumen de condiciones experimentales: Variables fisicas del suelo y meteorolégicas
registradas durante cada tratamiento

Variables fisicas Verano Otofio Invierno Primavera
. Max 35.5 Max 21.4 Max 14.0 Max 26.6
Temperaturaambiente (°C)  \104975  Med 14.6 Med 7.2 Med 17.4
Max, Med, Min. Min 16.6 Min 6.9 Min 1.5 Min 10.1
Temperatura a 10 cm de
profundidad (°C) 23.4 16.5 8.7 18,9
Temperatura 25 cm de
profundidad (°C) 23.0 16.3 8.6 20,4
Temperaturaa 50 cm de
profundidad (°C) 241 18.3 9.4 21,8
Humedad ambiente (%) 37.7 63.7 77.4 68.3
Precipitacion (mm) 0 0.9 1.6 1.9
Evaporacion (mm/dia) 6.8 21 1.5 4.6
Velocidad del viento (m/s) 9.8 6.9 7.6 7.2

La toma de muestras a diferentes profundidades para la cuantificacion de la
microbiota cultivable y para la determinacién de LAS se llevé a cabo mediante el uso de un
muestreador tipo barrena (Fig. 3.3). En la determinacion de la microbiota cultivable, las
muestras fueron recogidas a 2, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 cm de profundidad en los tratamientos
de primavera, otofio e inviernoy a 1, 10, 20, 30, 40 y 50 cm de profundidad en el verano y esta
toma fue realizada durante varios dias en cada uno de los ensayos. Ademas,
aproximadamente una semana antes de la adicién de LAS en cada uno de los tratamientos,
eran tomadas muestras de suelo a las profundidades antes mencionadas para determinar el
estado de la microbiota cultivable previo a las adiciones (control). En el caso de la toma de
muestras para la determinacion de LAS, las muestras fueron recogidas a 1, 10, 20, 30, 40, y 50
cm de profundidad en el tratamiento de veranoy a 2, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 cm de profundidad
en los tratamientos de otofio, invierno y primavera y la toma de muestras también fue realizada
durante varios dias a lo largo de cada una de los ensayos. Igual que en el caso anterior, antes

de realizar cada tratamiento eran recogidas muestras de suelo para cuantificar el LAS presente
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en el suelo de partida (control).

Fig 3.3. Toma de muestras para la determinacion de LAS en el suelo y de su microbiota cultivable

El tratamiento de verano se realizo entre los dias 11 y 29 de julio de 2005. La
dotacion total de riego (utilizando agua de pozo) fue de 131.75 I/m? y se aplicé en dos
ocasiones (dias 17 y 24 de julio). Las condiciones meteoroldgicas durante este ensayo se
caracterizaron por la elevada temperatura del aire, ausencia de precipitaciones, elevados
valores de evaporacioén y reducida humedad relativa. La temperatura del suelo fue también

elevada y de distribucion relativamente uniforme a lo largo de los 50 cm muestreados.

El tratamiento de otofio se llevd a cabo entre los dias 18 de octubre y 10 de
noviembre de 2005. En este caso, la dotacién total de riego fue de 133.31 I/m? y se aplicé en
tres ocasiones. Ademas, se registraron episodios de precipitacién que sumaron un total de
22.5 mm de lluvia acumulada. Las suaves temperaturas y la reducida velocidad del viento
favorecieron el descenso de las tasas de evaporacion. Analogamente al tratamiento estival,

la temperatura del suelo a distintas profundidades era relativamente constante.
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El tratamiento de invierno corresponde al periodo de tiempo comprendido entre los
dias 7 de febrero y 8 de marzo de 2006. La dotacion de riego se aplicod en cuatro episodios y
sumo un total de 133.31 I/m% Ademas, se registraron frecuentes eventos de precipitacion en
forma de agua y nieve, con una lluvia total acumulada de 46.6 mm. La elevada humedad
relativa y reducida temperatura del aire favorecieron el desarrollo de bajas tasas de
evaporacion. En cuanto a la temperatura del suelo, se registraron los valores mas bajos de

todo el periodo de estudio, con un valor promedio de 8.9°C.

Finalmente, el ensayo de primavera se realizo entre los dias 25 de abril y 15 de mayo
de 2006. La dotacién total de riego suministrado fue de 133.31 I/m? y se aplicé en 3 dosis
sucesivas. Las frecuentes lluvias produjeron valores de precipitacion acumulada de 38.9 mm
y la tasa de evaporacion crecié debido al incremento de temperatura y reduccién de la
humedad relativa del aire. La temperatura del suelo fue alta y de distribucién relativamente

uniforme a lo largo de los 50 cm muestreados.

En la Tabla 3.2. se detallan las fechas en las que se llevd a cabo la colecta de
muestras edaficas para determinacién quimica de LAS y para cuantificacion de la microbiota
cultivable para cada uno de los distintos tratamientos. Igualmente, se detallan los momentos

en los cuales se aplico riego sobre el suelo experimental.
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Tabla 3.2. Fechas de muestreo durante los tratamientos de verano, otofio, invierno y primavera. Se
detallan las fechas de colecta de muestras para la determinacion de LAS, para analisis microbioldgico

y el momento en que se aplicaron riegos

Tratamiento

Fechas de
muestreo

Determinacién Determinacion
de LAS microbioldgica

Riego

Verano

30/06/2005
12/07/2005
13/07/2005
15/07/2005
17/07/2005
18/07/2005
20/07/2005
22/07/2005
24/07/2005
25/07/2005
27/07/2005
29/07/2005

*

Otofo

11/10/2005
19/10/2005
20/10/2005
21/10/2005
23/10/2005
24/10/2005
23/10/2005
24/10/2005
26/10/2005
28/10/2005
30/10/2005
31/10/2005
02/11/2005
04/11/2005
06/11/2005
10/11/2005
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Tabla 3.2. (cont). Fechas de muestreo durante los tratamientos de verano, otofio, invierno y
primavera. Se detallan las fechas de colecta de muestras para la determinacién de LAS, para analisis
microbiolégico y el momento en que se aplicaron riegos

Tratamiento Fechas de Determinacioén Determinacioén Riedo
muestreo de LAS microbiolégica 9
31/01/2006 *
08/02/2006 * *
09/02/2006 *
10/02/2006 * *
12/02/2006 *
13/02/2006 *
15/02/2006 * *

; 17/02/2006 *

Invierno
19/02/2006 *
20/02/2006 *
22/02/2006 * *
24/02/2006 *
26/02/2006 *
01/03/2006 * *
05/03/2006 *
08/03/2006 * *
16/04/2006 *
26/04/2006 * *
27/04/2006 *
28/04/2006 * *
30/04/2006 *
01/05/2006 *

Primavera 03/05/2006 * *
05/05/2006 *
07/05/2006 *
08/05/2006 *
10/05/2006 * *
12/05/2006 *
14/05/2006 *
15/05/2006 * *
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3.1.1. Determinacién microbiolégica. Tratamiento y siembra de las muestras

procedentes de la parcela

Una vez en el laboratorio, las muestras de suelo recolectadas durante los distintos
tratamientos se dejaron secar durante 24 horas a temperatura ambiente para eliminar el

exceso de humedad.

Posteriormente se hicieron pasar a través de un tamiz de 1 mm de diametro de poro.
Una vez tamizadas, se procedio a la siembra de las muestras en placas que contenian medio
TSA (Agar Tripticasa Soja, Oxoid®) diluido al 10% (Avidano et al., 2005). La siembra se
realizd a partir de 1 g de suelo, realizandose diluciones seriadas 1/10 de cada muestra en
tubos de solucién salina (CINa 0.9%). Para el aislamiento se tomaron volumenes de 0.1 ml
de cada dilucion. Su extensién en la placa se llevé a cabo con espatulas de vidrio. Se

realizaron tres repeticiones de cada una de las diluciones.

Una vez sembradas, las placas procedentes de cada dilucién se dejaron incubar
durante 48 horas a 30°C. Posteriormente, una vez se habian obtenido colonias bien
diferenciadas, se procedia a su recuento. Los datos son expresados en unidades formadoras

de colonias por gramo de suelo (UFC/g suelo).

3.1.2. Determinacion de LAS en las muestras de suelo recolectadas durante los

tratamientos (Nimer et al., 2007)
Colectay preparaciéon de las muestras

Una vez tomadas las muestras de suelo, se procedié a la homogeneizacién de las
mismas y a la inmediata adicién de 3 % (v/v) de formaldehido, como agente conservante
para evitar la actividad microbiolégica. Alicuotas de aproximadamente 200 g de estas
muestras fueron secadas a temperatura ambiente durante 48 horas. Una vez secas, las

muestras fueron disgregadas y pasadas por un tamiz de 0.6 mm de tamafo de poro con el
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objetivo de reducir el tamafio de las particulas de suelo y de este modo aumentar la
extraccion de los analitos de la matriz. Las muestras fueron conservadas a 4°C hasta su

analisis.

Preparacion de las muestras de suelos dopadas

Las muestras de suelo fueron cuidadosamente pesadas y colocadas en frascos de
acero inoxidable. En estos frascos se realizé el dopaje de las muestras mediante la adicion
del volumen adecuado de la disolucion metandlica de LAS a 5 g de suelo. Un volumen
adicional de metanol fue afadido hasta cubrir completamente las particulas del suelo. Esta
suspension fue agitada durante 1 minuto mediante un agitador mecanico para proporcionar
una adecuada distribucion del analito en el suelo. La cantidad de disolvente empleada fue

lentamente evaporada a temperatura ambiente durante 15-17 horas.

Procedimiento de Extraccion de LAS por ultrasonido

Cada extraccion fue realizada usando dos capsulas metalicas de extracciéon (frascos
de acero inoxidable). En cada capsula se introdujeron 5 g de suelo y se afiadieron 100 ml de
metanol como agente extractante. Las capsulas fueron distribuidas en el bafio de manera
que entre ellas quedase una distancia de 2 cm y de otros 2 cm entre ellas y la sonda
ultrasénica, formando un triangulo equilatero. Posteriormente, las capsulas fueron tapadas
con una pelicula de parafiim para evitar la posible alteraciéon en sus volumenes. La
temperatura del bafio se mantenia a 25°C durante todo el proceso. Seguidamente, las
muestras fueron sonicadas durante 10 minutos para, posteriormente, ser centrifugadas
durante 10 minutos a 4000 r.p.m. Una vez separadas las fases, al suelo residual se le
adicionaron 30 ml de metanol con la finalidad de lavarlo. Seguidamente, las muestras se

volvieron a centrifugar y finalmente, los extractos metabdlicos fueron mezclados.
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Procedimiento de Extraccion en fase sélida (SPE)

Los extractos metabdlicos fueron purificados por SPE en dos etapas, empleando para
esto el uso consecutivo de dos tipos de cartuchos distintos: SAX — adsorbente de intercambio
aniénico de amina cuaternaria y C1g — adsorbente de fase inversa de octadecilsilano. Ambos
cartuchos estan compuestos de 500 mg de fase sdlida. En la primera etapa, los cartuchos de
SAX fueron previamente activados pasando n-hexano (3 ml) y acondicionados con metanol
(5 ml). El extracto metabolico (aproximadamente unos 130 ml) se paso a través del cartucho
con un flujo de 2-3 ml/min. La limpieza del cartucho fue realizada usando metanol (5 ml) y los
analitos fueron seguidamente eluidos con 2 ml de una disolucion hidrometandlica de HCI de
concentracion 4 M preparada respetando la porcién metanol/agua (3:2) y transferidos a un
matraz volumétrico con capacidad de 10 ml. Inmediatamente, el eluato fue neutralizado con
una disolucién acuosa de NaOH de 4 M de concentracion utilizando fenolftaleina como
indicador y finalmente, fue anadida agua Milli Q hasta completar el matraz. Estos 10 ml
fueron pasados a través de un cartucho Cis realizando asi la segunda etapa de purificacion.
Inicialmente, este cartucho fue activado con metanol (5ml) seguido de una fase de
acondicionamiento con agua (5ml). Posteriormente se llevé a cabo la carga con los 10 ml
obtenidos, que fueron pasados a través del cartucho con un flujo de 2-3 ml/min. La limpieza
fue realizada usando una disolucion hidrometandlica (proporcion metanol/agua 35:65) y la
elusién con metanol (3 ml), siendo el eluato recibido en un matraz volumétrico con capacidad
de 5 ml. A este eluato metandlico le fue afadido 1 ml de una disolucién acuosa de patron
interno (2PCs-LAS) y enrasado con agua Milli Q, respetando en la disolucion final, la

proporcion de metanol/agua (3:2).

Condiciones cromatogréficas

Una alicuota (100ul) del eluato final fue inyectada en el cromatografo usando las

condiciones experimentales e instrumentales siguientes:

- Determinacion de LAS total: La cuantificacion de LAS total fue realizada asumiendo

que el valor encontrado para el LAS total era la suma de sus respectivos homélogos.
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- Determinacién de Homoélogos: Una columna LiChrospher-100 RP-8 (125 mm x 4 mm
de diametro interno 5 ym de tamano de particula) y una precolumna LiChrospher-100 RP-8
(15 mm) fueron usadas para la separacion analitica de los diferentes homoélogos con una
fase movil empleando un gradiente de elusion compuesto de metanol (componente A) y una
disoluciéon acuosa de SDS a 30 mM (componente B). Los compuestos fueron separados
utilizando la siguiente condicion de elucion: inicialmente, se partié de un 55 % de Ay un 45 %
de B, el porcentaje de A fue aumentando linealmente hasta un 70 % durante 15 minutos y
seguidamente, disminuyd a un 55 % durante un minuto mas. Finalmente, A se mantuvo al 55
% durante 5 minutos mas con la finalidad de reacondicionar la columna volviendo a la
situacioén inicial de separacion. El tiempo total de la separacion fue de 16 minutos con un
tiempo de reacondicionamiento de 5 minutos mas. El flujo de la fase mévil fue de 1 mil/min.
La columna estaba termostatizada a 40°C y las mediciones fluorimétricas fueron realizadas a
230 nm y 290 nm para la excitacion y emision, respectivamente, con una ganancia

seleccionada a nivel 13. (Del Olmo et al., 2004).

3.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS BACERIANAS DE MUESTRAS DE
SUELO ADICIONADAS DE LAS

3.2.1. Toma de muestras de suelo

La toma de muestras se llevdo a cabo en una parcela de la Vega de Granada
destinada para uso agricola, que no habia estado en contacto anteriormente con Sulfonatos
de Alquilbenceno Lineales (LAS).

Se seleccionaron 5 puntos diferentes de la parcela para tener una muestra lo mas
homogénea posible. La toma de las muestras se realizdé con una barrena a una profundidad

aproximada de 10 cm de la superficie.

Las muestras se introdujeron en botes de plastico estériles y fueron llevadas al

laboratorio para proceder a su tratamiento.
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En la Figura 3.4. se muestra la parcela perteneciente a la Vega de Granada donde se

llevé a cabo la toma de muestras.

Fig 3.4. Fotografia de la parcela en la que se tomaron las muestras de suelo

3.2.2. Tratamiento de las muestras

Una vez en el laboratorio, las muestras se dejaron secar durante 48 horas a
temperatura ambiente, tamizandose posteriormente mediante un tamiz con un tamafno de
malla de 1mm de diametro. Una vez tamizadas, las 5 muestras se mezclaron en iguales

proporciones para obtener una éptima homogeneizacién.
3.2.3. Ensayos de enriguecimiento realizados a las muestras de suelo

Se realizaron dos ensayos de enriquecimiento con diferentes concentraciones de
LAS, uno con 10 mg/l y otro con 500 mg/l. Se usé medio BH (Bushell-Hass) (Toledo et al.,

2006) y adicionado de LAS.

En el primer ensayo de enriquecimiento, se opté por utilizar una concentracion de LAS

de 10 mg/l con el fin de poder aislar microorganismos capaces de crecer en presencia de
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este tensioactivo. El segundo ensayo de enriquecimiento fue disenado con el fin de
enriquecer las muestras del suelo en aquellos microorganismos que fuesen capaces de
crecer a altas concentraciones de LAS. Por éste motivo se us6 una concentracién de LAS de
500 mg/I.

Composicion en g/l del medio BH

- Sulfato de magnesio: 0.2
- Cloruro célcico: 0.02

- Fosfato monopotasico: 1
- Fosfato dipotasico: 1

- Nitrato aménico: 1

- Cloruro férrico: 0.05

- Agua destilada: 1000 ml
- pH7.0

La cantidad de calcio y magnesio que se afadié fue el 50% de la concentracion

usada en el medio BH, para evitar asi una posible precipitacion del LAS con estos elementos.
Composicion del LAS utilizado

El LAS utilizado fue suministrado por la casa comercial PETRESA, presentando un
31% de materia activa con la siguiente composicion: Parafinas (0.10 %), 5 Fenil C10 (0.8%),
Fenil C10 (9.8%), Fenil C11 (33.9%), Fenil C12 (32.5%), Fenil C13 (22.6%), Fenil C14
(0.3%), Tetra/Ind (0.10%). El resto del porcentaje es agua.
Metodologia

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad a los que se le adicionaron

50 ml de medio BH, 10 6 500 mg/l de LAS segun el ensayo del que se tratase y 1g de suelo.

Los matraces se incubaron a 30°C, en agitacion continia de 100 r.p.m. durante 72 horas.
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Transcurrido este tiempo, sirvieron de preinéculos ya que se tomaron 5 ml de estos matraces
para inocular a otros matraces que contenian 50 ml de medio BH adicionado de 10 6 500
mg/l de LAS, incubandose en iguales condiciones que los anteriores durante un tiempo de 48
horas. Esta operacion se repitido una vez mas. Estos ultimos matraces se dejaron durante 24
horas en las mismas condiciones antes mencionadas y transcurridas las cuales se procedi6
al aislamiento de las cepas. En la Figura 3.5. se muestra un esquema de los ensayos de

enriquecimiento realizados.

5ml
30°C 30°C
100 rpm 100 rpm
72h 48h
50 ml BH
10 6 500 mg/l “LAS” 50 ml BH
1 g suelo 10 6 500 mg/l “LAS”
5ml
{\ Siembray aislamiento de
30°C colonias en placas
100 rpm
24h Soag

50 ml BH
10 6 500 mg/l “LAS”

Fig 3.5. Esquema del ensayo de enriquecimiento
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3.2.4. Aislamiento de cepas

3.2.4.1. Aislamiento de las cepas obtenidas en el ensayo de enriquecimiento con 10
mg/l de LAS

Tras finalizar la fase de enriquecimiento, se procedi6 a la siembra de alicuotas (0.1
ml), mediante espatula de vidrio, de diferentes diluciones seriadas en placas que contenian
medio TSA diluido al 10% (Avidano et al., 2005).

Las placas sembradas se incubaron durante 48 horas a 30°C. Transcurrido dicho
periodo de tiempo, las placas se inspeccionaron para detectar colonias bien diferenciadas.
Cada tipo colonial se aislé en placas con medio TSA diluido al 10% y posteriormente se

resembraron en tubos de TSA de Agar inclinado para su conservacion.

3.2.4.2. Aislamiento de las cepas obtenidas en el ensayo de enriquecimiento con 500
mg/l de LAS

Transcurrido el periodo de enriquecimiento se procedid al aislamiento de colonias en
placas de medio TSA diluido al 10% utilizando la metodologia descrita en el apartado
anterior.

Cada tipo colonial seleccionado se resembré en placas que contenian medio TSA
diluido al 10% y posteriormente se sembraron en tubos de TSA (Agar inclinado) para su
conservacion.

3.2.5. Pruebas identificativas realizadas a las cepas

Estas pruebas se realizaron a las cepas aisladas del ensayo de enriquecimiento de 500 mg/!
de LAS.
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3.2.5.1. Pruebas morfoldgicas

Las pruebas morfolégicas realizadas fueron la tincion de Gram y la movilidad. En

este Ultimo caso se utilizé el método de la gota pendiente en cultivos jévenes (18h).

3.2.5.2. Pruebas fisioldgicas

3.2.5.2.1 Crecimiento aerdbico - anaerdbico

Preparacion del medio

El medio utilizado es un Agar semisdlido, constituido por TSB (Tripticase Soja Broth,

Difco®) adicionado de un 0.3 % de Agar.

Metodologia

Repartir el medio en tubos y estrilizarlos en autoclave 30 minutos a 112°C. Una vez
sacados los tubos del autoclave se dejan enfriar y posteriormente se procede a regenerar el
tubo. Para ello se ponen a hervir los tubos que contienen el medio de agar semisdlido dentro
de un vaso de precipitados con agua. Una vez que comienza a hervir se sacan los tubos del
vaso y se introducen en agua fria para que se solidifiquen rapidamente antes de que vuelva a

disolverse el oxigeno.

Una vez que los tubos han solidificado, con el hilo de platino estéril se siembra en
picadura cada una de las cepas a ensayar. Seguidamente se le afiade una capa de parafina
previamente esterilizada en tubos de 15 ml en el horno Pasteur a 110°C durante 24 horas. La
parafina se anade para mantener la anaerobiosis en el interior del tubo durante las 24 horas
incubacion a una temperatura de 30°C. Transcurrido este tiempo se procede a la observacion

del crecimiento.
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3.2.5.3. Pruebas bioquimicas

3.2.5.3.1. Catalasa

La determinacién de la actividad catalasa, se determina sumergiendo la punta de un
asa con una pequefia cantidad de cultivo bacteriano (obtenido en medio sdlido, de 24 6 48
horas de edad) en una gota de peroxido de hidrégeno (H,O,) al 3 %. Si aparecen burbujas

sobre la mezcla indica que se esté liberando O, y por tanto la presencia de catalasa.

3.2.5.3.2. Citocromo oxidasa

Para la presencia de la enzima citocromo oxidasa, responsables de los procesos

oxidativos de las bacterias, se siguié el método descrito por Kovacs (1956).

Esta prueba y consiste en tomar en la punta de un asa una pequefa cantidad de
cultivo bacteriano de 24 — 48 horas de y transferirlo a un trozo de papel de filtro previamente
embebido en N-dimetil p-fenilendiamina. Si contiene ésta enzima, es rapidamente

transformada (en unos 30 segundos) a un producto oxidado de color purpura.

3.2.5.3.3. Prueba de desnitrificacion

Esta prueba se realiza con el fin de determinar si la bacteria es capaz de reducir los

nitratos hasta nitrogeno gas. Para ello se utiliza el medio para desnitrificantes.

Preparacion del medio desnitrificante (9):

- NaNOs;: 2

- KoHPO4: 1

- MgS0O,4 7H,0: 0.5
- KCI: 0.5

- FeSO4 7H,0: 0.01
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- Extracto de levadura: 1
- Sacarosa: 30

- Agar: 6.0

- Agua destilada: 1000 ml
- PH:7.2

Metodologia

Repartir el medio en tubos. Esterilizar en el autoclave 30 minutos a 112°C. Una vez
sacados los tubos del autoclave se dejan enfriar y posteriormente se procede a regenerar el
tubo. Para ello se ponen a hervir los tubos que contienen el medio desnitrificante dentro de
un vaso de precipitados con agua. Una vez que comienza a hervir se sacan los tubos del
vaso y se introducen en agua fria para que se solidifiquen rapidamente antes de que vuelva a

disolverse el oxigeno.

Una vez que los tubos han solidificado, con el hilo de platino estéril se siembra en
picadura cada una de las cepas a ensayar. Seguidamente se le aflade una capa de parafina
previamente esterilizada en tubos de 15 ml en el horno Pasteur a 110°C durante 24 horas. La
parafina se afiade para mantener la anaerobiosis en el interior del tubo durante las 24 horas

incubacién a una temperatura de 30°C.

Pasado éste tiempo, se comprueba si el medio esta roto o no. Si el medio aparece
roto se debe a que se ha producido la reduccion hasta las formas gaseosas NO, N,O o No, y

las burbujas que forman éste hacen que el medio se rompa cuando se libera el gas.
3.25.3.4. API 20 E

El API 20 E es un sistema para la identificacion de las Enterobacterias y otros bacilos
Gram negativos y no exigentes, mediante la utilizacion de 23 tests bioquimicos

estandarizados y miniaturizados. La galeria APl 20 E consta de 20 microtubos que contienen

los substratos deshidratados. Los tests se inoculan con una suspension bacteriana que
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rehidrata los medios.

La lectura de las reacciones se hace de acuerdo con la tabla de lectura y la
identificacion mediante la tabla de identificacion API 20 E Index o el programa informatico

para identificacion.

1. Material
- Medio de suspension, 5 ml
- Caja de reactivos o reactivos individuales
- Reactivo Zn
- Aceite de parafina
- Pipetas Pasteur estériles
- API 20 E o programa informatico para identificacion
- Estufa a 35-37°C
- Nevera

- Mechero Bunsen

2. Composicién de los medios y reactivos

- Medio de suspension: agua desmineralizada

- Reactivo para la determinacién de la triptéfano desaminasa
- Percloruro férrico: 3.4 g

- Agua desmineralizada: 100 ml

- Reactivo para la determinacion del indol

- Paradimetilaminobenzaldehido: 5 g

- Alcohol isoamilico: 75 ml

- HCI 37%: 25 ml

- Reactivos de Voges Proskauer para la deteccion de acetoina:
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1)
- Hidroxido potasico: 40 g

- Agua desmineralizada: 100 ml

2)
- a Naftol: 6 g
- Etanol: 100 ml

- Reactivo de Griess para los nitratos:
1)
- Acido sulfanilico: 0.8 g
- Acido acético 5N: 100 ml
2)
- N-N-dimetil--naftilamina: 0.6 g
- Acido acético 5N: 100 ml

- OX para detectar oxidasa

- Tetradimetil-p-fenilendiamina: 1g

- Alcohol isoamilico: 100 ml

3. Preparacién de la galeria

Preparar una camara de incubacion con su tapa correspondiente y repartir 5ml de

agua en los alveolos para proporcionar una atmésfera humeda.

4. Preparacion del in6culo

Con un asa flameada se recoge el microorganismo de una placa incubada durante 24

horas. Se resuspende en un tubo de solucion salina estéril de 5 ml y se agita.
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5. Inoculacién de la galeria

- Llenar el tubo y la cupula de los tests CIT, VP y GEL, con la suspensién del inéculo
anterior.

- Llenar los tubos pero no la cupula de los demas tests.

- Llenar la cupula de los tests ADH, LDC, ODC, URE, H2S con aceite de parafina
para obtener anaerobiosis. Cerrar la camara de incubacién e incubar a 35 - 37°C, durante 18
- 24 horas.

3.2.6. Amplificacién de fragmentos del gen codificante del ARNr 16S mediante PCR, a

partir de lisados celulares de las cepas aisladas en los ensayos de enriquecimiento

La amplificacién del ADN se puede llevar a cabo a partir de ADN o de un lisado

celular. En este caso, se realizé a partir de un lisado celular (Pozo et al., 2002).

Metodologia

- Recoger células de un cultivo puro en placa (una colonia, por ejemplo), con un
palillo de dientes estéril y resuspenderlas en 20 ul de una solucién de lisis (NaOH 0.05 M +
SDS 0.25%) en un tubo eppendorf. Para que la resuspension sea buena, agitar en vortex.

- Hervir las células en un bafo de agua apunto de ebullicién durante 15 minutos.

- Adicionar 200 ul de agua bidestilada estéril (calidad MilliQ).

- Centrifugar a maxima velocidad (12000 g en una centrifuga Minispin plus
Eppendorf®) durante 5 minutos.

-  Tomar de 4 a 8 ul de lisado para la amplificacion.
Para la amplificacion de regiones hipervariables del ADNr 16S, se ha empleado la

pareja de cebadores fD1, rD1 (ver Tabla 3.3), descritos previamente como adecuados para

amplificacion de casi la totalidad de la longitud este gen en la mayoria de las Eubacterias
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(Weisburg et al., 1991). Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Genosis.Las
muestras de ADN se sometieron a una reaccién de PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa). Se amplific6 una region correspondiente a casi la totalidad del gen
(aproximadamente 1.5-1.6Kb). En la Figura 3.6. se muestran dos modelos de estructura

secundaria del ARNr 16S procariotico.
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Fig 3.6. Modelos de la estructura secundaria del ARNr 16S procariético. La figura de la izquierda esta
tomada de Neefs et al. (1990). Las regiones hipervariables estan resaltadas en rojo y numeradas de la
V1 a la V9. La figura de la derecha corresponde a la estructura actualizada, tomada de la Base de
Datos Europea del ARN (http://rrna.uia.ac.be/ssu/, Wuyts et al., 2002), que utiliza como base para el
alineamiento la secuencia correspondiente a Escherichia coli. La escala de colores del 1 al 5
representa un grado creciente de variabilidad de la secuencia consenso para cada una de las bases,
siendo las bases representadas en color purpura posiciones universalmente conservadas, y las bases
representadas en color gris las menos conservadas (menos del 25% de las secuencias existentes en
la base de datos en 2002). Se puede observar la abundancia de bases poco conservadas en las zonas
correspondientes a las regiones hipervariables.
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Tabla 3.3. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR

CEBADOR SECUENCIA (DE5 A 3)
fD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC

La reaccion de PCR se efectué en un volumen final de 50 pl. Las condiciones de
reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos fueron los descritos por Vinuesa et al.

(1998). En cada mezcla de reaccién se utilizaron los reactivos siguientes:

- PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems): 5 ul
- MgCl; 25 mM (Applied Biosystems): 3 ul

- Mezcla de desoxiribonucledtidos-trifosfato: 1 ul

- Cebador fD1: 0.2 pl

- Cebador rD1: 0.2ul.

- Ampli Tag Gold polimerasa: 0.2 ul

- Dimetil sulféxido (DMS): 2.5 ul

- Seroalbumina bovina: 1 pl

- Lisado celular: 4 a 8 pl

- Agua bidestilada estéril (calidad MilliQ) hasta un volumen de 50yl

El programa de PCR se desarrolld6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-

Elmer®) y consistio en los siguientes pasos:
1. Desnaturalizacién inicial: 95°C durante 3 minutos 30 segundos.
2. 35 ciclos que constan de:
2.1. Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto 10 segundos.

2.2. Hibridacion de los cebadores sobre el ADN molde desnaturalizado,

Annealing: 56°C durante 40 segundos.
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2.3. Extension: 72°C durante 2 minutos.

3. Extension final: 72°C durante 6 minutos 10 segundos.

4. Mantenimiento a 4°C.

Tras la reaccion se tomaron alicuotas de 2 ul que se examinaron en gel de agarosa

para comprobar la existencia de bandas amplificadas del tamafio esperado.

3.2.6.1. Separacion del ADN de las muestras mediante electroforesis

Para la electroforesis se empled buffer TAE (1X). La separacion de los distintos
fragmentos se realizé mediante gel de agarosa al 0.8% preparado en 50 ml de buffer TAE. A
los 50 ul de muestra procedente de la PCR le afiadimos 5 ul de tampoén de carga. El tampdn
de carga contiene la siguiente composicion: TAE (6x), Azul de Bromofenol al 0.25% y Glicerol
al 30%. Las condiciones de la electroforesis fueron en un voltaje constante de 80 V y durante

25 minutos.
Tras la electroforesis, los geles se sumergieron en bromuro de etidio (2ug/ml) para
tedir el ADN. Transcurridos 15 minutos, se visualizaron los perfiles de bandas con luz

ultravioleta empleando el sistema de documentacion de geles GelDoc-2000 (BioRad).

Las bandas individuales visualizadas, se escindieron de los geles en su parte central

con una espatula estéril, y el fragmento asi extraido se introdujo en tubos eppendorf estériles.

3.2.6.2. Extraccion del ADN del gel de agarosa

La extraccién del ADN se realizé mediante el kit de extraccion Quiaex Il (QUIAGEN).

El procedimiento a seguir fué el siguiente:
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- Pesar las muestras (que contienen ADN y gel).

- Anadir 3 volumenes de QXI (Yoduro sodico 6M, capaz de desestabilizar la

estructura del gel de agarosa a bajas temperaturas).

- Anadir 10 ul de QUIAEX Il. Mezclar y mezclar agitando en un vortex. Previamente el
Quiaex Il también debe ser agitado en un vortex durante 30 segundos.

- Incubar a 50°C durante 10 minutos agitando brevemente cada 2 minutos.

Centrifugar 30 segundos.

Quitar el sobrenadante con una pipeta estéril.

- Lavar con 500 pl de buffer QXI para eliminar los contaminantes residuales de

agarosa. Mezclar en un vortex, centrifugar 30 segundos y eliminar el sobrenadante

con una pipeta.

- Lavar 2 veces con 500 pl con buffer PE para eliminar las sales residuales. Mezclar

en un vortex, centrifugar 30 segundos y eliminar el sobrenadante con una pipeta.

- Dejar secar el pellet colocando los tubos en posicion invertida durante 10 o 15

minutos hasta que presente un color blanco.

- Eluir el ADN con 20 pl de agua filtrada y esterilizada en autoclave. Mezclar en un
vortex e incubar a temperatura ambiente 5 minutos, después separar eel ADN suspendido en

el agua mediante centrifugacion 1 minuto a 12.000 g. EI ADN se conserva a -20°C.

Para comprobar la eficiencia de la extraccion anterior, una alicuota del producto final

fue sometida a una nueva electroforesis.

El fragmento de ADN correspondiente al gen codificante del ARN ribosémico 16S fue
secuenciado parcialmente empleando 3 oligonucledtidos: fD1, fD2 (5’ 3’) y rD2 (5’ 3’) (ver
Tabla 3.4). Estos tres oligonucleétidos permiten obtener un fragmento secuenciado de
aproximadamente 650-700 nucledtidos, que abarca las regiones hipervariables V1, V2 y V3
(Neefs et al., 1990). En tres tubos eppendorf (uno para cada uno de los oligonucledtidos) se
prepard una solucion con 1yl de ADN, 0,62 ul del oligonucleétido correspondiente en cada

caso, y 6,38 ul de agua para PCR (agua filtrada y esterilizada en autoclave).
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Tabla 3.4. Secuencia de los cebadores empleados para la secuenciacion

CEBADOR SECUENCIA (DE5 A 3)
fD2 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
rD2 GACTACCAGGGTATCTAATCC

La secuenciacion de ADN fue llevada a cabo por el Servicio de Secuenciacion del
Instituto de Parasitologia Lépez neyra (CSIC, Granada). Esta secuenciacion automatica se
realizé en un secuenciador Applied Biosystems (“ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer”),
utilizando el kit comercial “ABI PRISM Big Dye terminador Cycle Sequencing Ready
Reaction” (PERKIN-ELMER). Se utilizaron aproximadamente 10 ng de ADN molde y 5
pmoles de oligonucleétido como cebador (rD1 o fD1) en cada reaccién de secuenciacion. Las
muestras se amplificaron por PCR en un termociclador PE 9600 (Perkin-Elmer®) y se
pasaron por columnas de Sephadex G-50 para eliminar el exceso de terminadores no

incorporados.

Las secuencias obtenidas para cada uno de los dos cebadores se visualizaron con el
sofware Chromas lite v. 2.0. y se editaron manualmente con el programa GeneRunner v. 3.0.
con objeto de cribar los errores de la secuenciacién automatica. Una vez corregidas y
ensambladas, las secuencias se enviaron para su comparacion con las existentes en los
bancos de datos, empleando el sofware BLASTN (Altschul et al., 1997) a través de servidor
de Internet gratuito EMBL-FASTA del EBI (European Bioinformatcs Institute,

http://www.ebi.ac.uk). El programa Clustal X v. 1.8 (Jeanmougin et al., 1998) fue utilizado

para la generacién de alineamientos de las secuencias, empleando los parametros por
defecto. Para el calculo de las matrices de distancia entre las secuencias y generacion de los
arboles filogenéticos mediante el método Neighbour-Joining (Saitou and Nei, 1987) se
empled el programa Mega v. 2.1 (Kumar et al., 2001). Los arboles se calcularon tomando
como criterio la no inclusion de los huecos (gaps) del alineamiento. Los valores de confianza
se calcularon mediante el método de muestreo por reemplazamiento (Bootstrap)
(Felsenstein., 1985) y los porcentajes superiores al 50% aparecen reflejados en los arboles

correspondientes.
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3.2.7. Crecimiento de las cepas aisladas en medios de dializado de suelo

Se realizaron curvas de crecimiento para cada una de las cepas aisladas utilizando
medio de dializado de suelo (ver Fig.3.7). La utilizaciéon de este medio de cultivo se realizé
con el objetivo de reproducir unas condiciones lo mas parecidas posibles a las existentes en
los suelos de forma natural ya que en dicho medio el aporte nutricional procede
exclusivamente del suelo introducido en la membrana de dialisis. Las membranas actuan
como un medio de difusién seleccionando los nutrientes esenciales de la fraccién soluble del
suelo. Se siguieron pautas similares en todas las curvas realizandose medidas sobre el
crecimiento del microorganismo a estudiar. Las curvas se realizaron, para determinar el
crecimiento de los microorganismos aislados de suelo agricola (ensayos de enriquecimiento
adionados con 10 y 500 mg/l de LAS) en presencia o0 en ausencia de LAS. La concentracion
de LAS utilizada para la realizacion de estas curvas fue de 50 mg/I. El estudio del crecimiento
se realizé desde las 0 horas hasta las 48 horas. El tiempo cero horas se realizé tras la

inoculacion de los matraces.

Preparacion del in6culo

Se inocularon matraces Erlenmeyer con 50 ml de medio TSB diluido (10%) y estéril,
con las cepas obtenidas en los aislamientos anteriores, y se incubaron durante 48 horas en
condiciones controladas de agitacién y temperatura (100 r.p.m, 30°C). Transcurrido dicho
periodo de tiempo se procedié a la inoculaciéon (0.5 ml) de nuevos matraces en idénticas
condiciones, siendo ahora el tiempo de incubacion de 24 horas. Estos indculos asi

preparados sirvieron para la construccion de las curvas de crecimiento.
Preparacion del medio de dializado de suelo

A matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de agua destilada con una
concentracion de LAS de 50 mg/l se les adicion6 una membrana de didlisis que contenia 10

gramos de suelo. Los medios de dializado de suelo, se esterilizaron en autoclave durante 30

minutos a 112°C y después se inocularon.
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El recuento de los microorganismos viables se realizd6 mediante el método estandar
de dilucion en serie y recuento en placa (medio TSA diluido al 10%). Las placas se incubaron
a 30°C durante 24 h.

Fig. 3.7. Fotografia del medio con membrana de dialisis

3.2.8. Determinacion cuantitativa de LAS mediante HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ha sido extensamente empleada
en el analisis de LAS, utilizandose distintos sistemas de deteccién (Del Olmo et al., 2004;
Fernandez et al., 2004).

Preconcentraciéon de las muestras para la determinacién de homdélogos del LAS
mediante HPLC

Este proceso se lleva a cabo utilizando una camara de vacio que posee una serie de
canales mediante los cuales se controla el flujo del proceso de extraccion. Esta camara se

describe en la Figura 3.8.
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Fig. 3.8. Camara de vacio multiple utilizada en el proceso de extraccion

Una alicuota (30 ml) se pasé a través de un cartucho de extraccion en fase solida
C18, previamente acondicionado con 5 ml de metanol y a continuacién con 5 ml de agua
destilada, quedando retenidos los analitos por procesos de adsorcion hidrofébica. El cartucho
se lavo con una mezcla hidroalcohdlica (3 ml de metanol al 35%, agua 65%) que elimina los
interferentes mas polares sin arrastrar el LAS, el cual se eluye con 3 ml de metanol que se
recoge en un matraz aforado de 5 ml. A continuacién se afadid 1 ml de patron interno
(2PC8-LAS) enrasandose a 5 ml con agua destilada para que la composiciéon de la fase
liquida sea metanol:agua 3:2 v/v, asegurando de esta forma la mayor resolucién de los picos

en el proceso de separacion cromatografica.

Mediante esta etapa se eliminan los posibles interferentes que pueden acompanar al
LAS en las muestras acuosas a las que se les va a aplicar el método, aquellas sustancias
que posean un caracter mas polar que el LAS no seran retenidas por el absorbente que
contiene el cartucho de extraccion en fase sélida, y aquellas que tengan una naturaleza mas
hidrofdbica quedaran retenidas en el cartucho después del proceso de elucién. Ademas de

eliminar los interferentes, esta etapa desempefia una funcién de preconcentracion del analito.

Una alicuata de la disolucidn concentrada de LAS resultante se introduce en un vial

de 2 ml de capacidad y se procede a su analisis cromatografico.
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Caracteristicas del HPLC utilizado

Modelo: Hewlett Packard HP 1050
Columna: Lichrospher RP-C8
Fase movil:

- Metanol HPLC

- Dodecyl sulfato sodico (SDS)

Gradiente : De 55% a 70% de metanol en 15 minutos
Flujo: 1ml /minuto

Temperatura: 40°C

Volumen: 50 6 100 pl.

Detector de fluorescencia (HP 1049 A):

= Aexcitacion: 230 Nm

- Aemision: 290 nm

- Fotomultiplicador :6

- PMT Gam: 6

- Lampara: 1.25 W/55 Hz
Interfase HP 35900

3.2.8.1. Biotransformacion de LAS por la microbiota seleccionada

Antes de estudiar la posible biotransformacion del LAS por las cepas bacterianas
previamente seleccionadas, se determind la posible degradacién abidtica a lo largo de un
determinado periodo de tiempo y bajo las condiciones de temperatura y agitacion utilizadas
en nuestras experiencias (30°C y 100 r.p.m.). Para ello matraces Erlenmeyer de 250 ml de
capacidad conteniendo 50 ml de agua destilada y 50 mg/l de LAS, se esterilizaron en
autoclave durante 30 minutos a 112°C. Posteriormente se mantuvieron en agitacion a 100
r.p.m. y 30°C determinandose por HPLC la concentracion de LAS tras 24, 48, 72 h y 10 dias

de incubacion.
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Los estudios de biotransformacion del surfactante se realizaron en medio de dializado
de suelo. Una vez seleccionados los microorganismos que mejor crecieron en medio de
dializado de suelo en presencia de 50 mg/l de LAS, se propuso realizar una curva de
crecimiento y establecer la concentracion de LAS en el medio de cultivo. Se realizé una curva
por cada microorganismo seleccionado. Para éste estudio se disefiaron cinco ensayos. Para

cada medida se realizaron tres repeticiones.

En todos los casos las curvas se mantuvieron hasta los 10 dias, realizandoles
medidas a las 0, 24, 48, 72 horas y 10 dias tanto del nUmero de microorganismos presentes
en dichos tiempos (expresado como log UFC/mlI) como de la concentracion residual de LAS

en el sobrenadante del medio utilizado.

Para la determinacién de la concentracion residual de LAS mediante HPLC, las
muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 10000 r.p.m. y a 4°C, tras lo cual se empled

el sobrenadante para la cuantificacion.

Realizacion de ensayos

Los estudios en medios de dializado de suelo, incluyeron cinco modelos

experimentales:

1. Membrana de dialisis con 10 gramos de suelo y 50 ml de agua destilada. Este

primer ensayo se realizé para determinar la posible presencia de LAS en el suelo ensayado.

2. Membrana de didlisis con 10 gramos de suelo, 50 ml de agua y 50 mg/l de LAS.

Este ensayo se realiz6 para establecer la posible degradacién abiética del surfactante.

3. Membrana de didlisis con 10 gramos de suelo, 50 ml de agua y 1ml de indculo del
microorganismo. El objetivo era realizar una curva de crecimiento del microorganismo
utilizando los nutrientes aportados exclusivamente por los 10 g de suelo contenidos en la

membrana de dialisis.
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4. Membrana de dialisis con 10 gramos de suelo, 50 ml de agua, 50 mg/l de LAS y 1
ml de in6culo del microorganismo. El objetivo era establecer el crecimiento del
microorganismo en presencia de LAS y determinar la concentracion de LAS residual en el

sobrenadante.

5. Membrana de dialisis con 10 gramos de suelo, 50 ml de agua, 50 mg /l de LAS y
1ml de in6culo muerto por calor. Tras la inoculacidn se procedio a esterilizar los matraces en
el autoclave con la finalidad de determinar la concentracion de LAS que habia en el

sobrenadante y establecer si podria existir adsorcion de LAS a los microorganismos muertos.

En los tres ultimos ensayos el inéculo se prepar6 a partir de matraces Erlenmeyer
con 50 ml de medio TSB diluido al 1/10 y estéril, que se inocularon con microorganismos
seleccionados y se incubaron a 30°C en agitacion continda a 100 r.p.m. durante 48 horas. A
partir de éste preindculo se inoculé un segundo matraz de idénticas caracteristicas con 0.5 ml
del primero, dejandolo en incubacion durante 24 horas a 30°C en agitacion continta de 100
r.p.m. sirviendo de inoculante para establecer las curvas. En los tres ensayos los matraces se

adicionaron de 1 ml de inéculo.

El recuento de los microorganismos viables se realiz6 mediante el método estandar
de dilucién en serie y recuento en placa (TSA 10%). Las placas se incubaron a 30°C durante
24 h.

En todos los ensayos se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml y se esterilizaron

en autoclave durante 30 minutos a 112°C. Posteriormente los matraces se incubaron a 30°C

con agitacion continua de 100 r.p.m. hasta la realizacién de las medidas.
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3.2.9. Determinacion de nitrégeno total y fosfatos en los medios de dializado de suelo

Al objeto de evaluar el efecto del surfactante sobre la evolucion del nitrégeno y el
fésforo (como fosfatos) en los medios de dializado de suelo, se realizé un ensayo con
matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad a los que se les anadi6 50 ml de agua
destilada y una membrana de didlisis con 10 g de suelo, asi como 50 mg/l de LAS. La
evolucion de los nutrientes bajo estas condiciones se comparé con la evolucion de los

mismos en muestras sin adicionar LAS.

Todos los matraces se esterilizaron en el autoclave durante 30 minutos a 112°C.
Después se incubaron a 30°C en un agitador orbital con agitacion continua de 100 r.p.m.

hasta la realizacién de las medidas, que se hicieron tras 0, 24, 48 y 72 horas.

3.2.9.1. Determinacion de nitrogeno total (Nt)

Los compuestos disueltos de nitrégeno incluyen amonio, nitrito, nitrato, nitrégeno
molecular disuelto y una gran variedad de compuestos organicos (aminoacidos, proteinas,
nucleodtidos, compuestos humicos refractarios con bajo contenido en nitréogeno, etc.). El
calculo del valor del nitrégeno total puede obtenerse tras conocer el valor de nitrégeno
organico, amoniacal, de nitrato y nitrito presente en una muestra de agua y sumar sus
cantidades. La determinacion de nitrogeno total pretende simplificar todas las
determinaciones anteriores en una sola analitica, para lo cual debemos transformar los
diferentes compuestos de nitrégeno en uno solo. La forma mas sencilla es mediante una
oxidacién que los transforme todos en nitrato, realizando una determinacion final del N-NO;”.
El proceso consiste en una determinacién del nitrato de una muestra tras una oxidacién
previa de la muestra con persulfato y acido bérico que oxida todas las formas de nitrégeno
hasta nitrato.La metodologia utilizada para la determinacion del Nt es la descrita en APHA
(2001).
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1. Reactivos para la determinacion del Nt

- Mezcla oxidante:

A 500ml de agua destilada en agitacion se le afiadieron 50g de persulfato potasico
(calidad p.a. Merck®), 30g de acido bérico y 14g de hidréxido sédico. Se agité hasta
disolucién y a continuacion se enras6 hasta 1000ml con agua destilada. Esta soluciéon se

conserva a temperatura ambiente y en oscuridad.

- Acido sulfarico concentrado (98%).

2. Procedimiento

50 ml de la muestra a analizar se colocaron en un frasco de autoclavado de 100 ml.
Se afiadié 7ml de la solucion oxidante y se agitd. Se autoclavé la muestra durante 30 minutos
(121°C a 1 atm). Una vez que se hubo enfriado, se le adicionaron 0.85 ml de acido sulfurico
concentrado, se agitaron y se determiné la concentracion de nitrato mediante

espectrofotometria (A =220).
3. Preparacion de la curva de calibrado

Se prepard una solucién madre de 100 mg/l de nitrégeno utilizando NaNO3; como
reactivo. La recta se hizo con valores desde 1 a 10 mg/l (1, 2, 4, 6, 8 y 10 mg/l) de solucién
madre en un volumen final de 50 ml (enrasar con agua bidestilada hasta 50 ml).
3.2.9.2. Determinacion de fosfatos

La unica forma mineral en que se presenta el fosforo es el i6n fosfato, cuya
concentracién en el agua guarda relacion con la posible actividad biolégica de ésta. El fosfato

en solucion diluida reacciona con molibdato amoénico en medio acido para dar acido

fosfomolibdico que, a su vez se reduce, con acido ascorbico a azul de molibdeno, cuya
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intensidad de color es medida por espectrofotometria. El tartrato de antimonio y potasio se
afade para acomplejar a otros posibles aniones presentes, tales como SiO; que pueden
interferir en la reaccion, asi como para fijar el color azul. El método usado en la

determinacion de fosfatos es el descrito por Rodier, (1989).

1. Reactivos

- Molibdato amdnico: Disolver 15 g de Mo;(NH,)s - 4H,O en 500 ml de agua
destilada y guardar en botella de plastico.

- Acido sulfurico: Disolver 140 ml de acido sulftrico concentrado en 900 ml de agua
destilada.

- Acido ascérbico: Disolver 27 g de CgHsOs en 700 ml de agua destilada. Este
reactivo requiere una preparacion extemporanea.

- Tartrato de antimonio y potasio: Disolver 0.34 g de C¢H4O¢ SbK en 250 ml de agua

destilada.

Con éstos reactivos se forma un Reactivo especial mixto (de obligada preparacion

extemporanea):
- 20 ml de molibdato amoénico.
- 50 ml de acido sulfurico.
- 20 ml de acido ascorbico.

- 10 ml de tartrato.

Estos volumenes valen para 10 mediciones de fésforo. Para un resultado satisfactorio

es preciso agitar bien el reactivo especial mixto.

2. Procedimiento

A 25 ml de muestra se le afladen 10 ml de reactivo especial mixto. Se mantiene a

temperatura ambiente de 5 a 10 minutos y se mide en el espectrofotémetro a 882 nm.
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4. Preparacién de la curva de calibrado

Se prepard una solucién madre, pesando 0.816 g de H,PO,K y aforando con agua
destilada a 1000 ml. Se toman 10 ml de ésta disoluciéon y se enrasa con agua destilada a
1000 ml. Con esta solucion se prepararon los diferentes puntos de la recta: 5, 10, 20, 40, 80,
100 200 y 400 ng/l (6 ppb).

3.3. ESTUDIOS DE BIOTRANSFORMACION E IMPACTO DEL LAS MEDIANTE EL
EMPLEO DE MICROCOSMOS EDAFICOS

3.3.1. Disefio y construccién de microcosmos edaficos

Con el objetivo de analizar los posibles procesos de biotransformacion del LAS en el
suelo asi como el potencial impacto del surfactante sobre la microbiota edafica, se procedio
al disefio y a la construccion de columnas experimentales (microcosmos edaficos) que
contenian muestras de suelo procedentes de una parcela también localizada en la Vega de
Granada. Las muestras de de suelo fueron recogidas de una parcela experimental en
barbecho que no habia estado en contacto con LAS en los ultimos cinco afios. Para alcanzar
el diseno final de los microcosmos que a continuacion se describen, se llevaron a cabo

previamente varios ensayos preliminares con columnas de diferentes dimensiones.

El material elegido para la elaboracién de las columnas fue el vidrio, puesto que el
LAS no sufre procesos de adsorcién sobre su superficie, hecho que si sucede sobre algunos
materiales plasticos. Ademas, las gomas utilizadas tanto para la entrada del influente en las
columnas como para la salida del efluente eran de polietileno, material sobre el que tampoco

se produce la adsorcion del LAS.
Con el propésito de evitar pérdidas de material edafico y de garantizar la ausencia de

solidos en suspension en el liquido efluente, se dot6 a cada una de las columnas

experimentales de una placa porosa de vidrio en su extremo inferior, que permite el paso del
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agua pero no del material particulado.

Ademas, en el caso concreto de las columnas que contenian suelo esterilizado
(microcosmos esterilizado), la columna estaba provista de un cierre hermético que evitaba el
contacto de la muestra de suelo con el aire. La circulacién del aire en el interior de esta
columna quedaba garantizada mediante una perforacion en dicho cierre que permitia el paso
de aire ultrafiltrado (filtro de acetato de celulosa de tamario de poro de 0.22 ym). Otro orificio

en el cierre permitia la insercion del tubo de entrada de influente en la columna.

En todos los casos, se utilizé una bomba peristaltica (Watson Marlon 505S) para
conducir el influente contenido en botellas de vidrio esterilizadas hasta cada una de las

columnas experimentales.

El efluente procedente de la salida de las columnas era recogido en botellas de vidrio,
que previamente habian sido esterilizadas en el caso del microcosmos esterilizado. En la

Figura 3.9. se puede observar el disefio y montaje de las columnas ensayadas.

Bomba peristaltica”

Frascos de vidrio para !
recepcion del efluente

Fig 3.9. Disefo y construccién de los microcosmos edaficos
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A continuaciéon se detallan las principales caracteristicas fisicas de las columnas

experimentales utilizadas:

- Altura de la columna: 35 cm
- Diametro de la columna: 6 cm
- Diametro de la goma de polietileno de salida del efluente: 10 mm

- Placa porosa de vidrio en la parte inferior de la columna

Previamente a ser introducidas en las columnas de vidrio, las muestras de suelo
procedentes de la parcela experimental se dejaron secar a temperatura ambiente durante 48
horas. Posteriormente, se sometieron a un proceso de homogenizacion y se eliminaron
manualmente las gravas de mayor tamaro y los restos vegetales. Las muestras de suelo no
fueron tamizadas, con el fin de evitar un tamafo de grano excesivamente pequefio y, como
consecuencia, un posterior encharcamiento de los microcosmos edaficos. Cada columna

contenia aproximadamente 0.8 kg de tierra.

3.3.2. Caracteristicas edafolégicas de las muestra de suelo contenidas en los

microcosmos

Con el objetivo de poder caracterizar las muestras de suelo recolectadas en la
parcela, una parte de estas fue analizada por el laboratorio agroalimentario de Atarfe,
Granada (Consejeria de agricultura y pesca, Junta de andalucia) para determinar los
principales parametros edafolégicos. En la Tabla 3.7. se detallan las principales
caracteristicas edafolégicas de las muestras de suelo recolectadas en la parcela
experimental y utilizadas en la construccion de las distintas columnas experimentales

(microcosmos edaficos experimentales).

89



3. Material y Métodos

Tabla 3.7. Caracteristicas edafologicas de las muestras de suelo

DETERMINACION RESULTADO
Clasificacion del suelo fr-li (franco-limoso)

% Textura arcilla 14.02

% Textura arena 20.10

% Textura limo 65.88
% Caliza activa 3.9

% Carbonatos 10.8

% Materia organica oxidable 1.39

% Nitrogeno total 0.139
Fosforo asimilable (mg/kg) 25
Potasio asimilable (mg/kg) 240
Prueba previa salinidad (mmhos/cm) 0.43
pH 7.8

3.3.3. Microcosmos experimentales

En primer lugar, se disefiaron tres tipos de microcosmos edaficos para la
determinacion y cuantificacion de la biotransformacion del LAS en el suelo, asi como de los

posibles cambios inducidos sobre su biodiversidad microbiana (Fig. 3.10).

A. Microcosmos esterilizado (autoclavado), a través del cual se hizo pasar agua
adicionada de distintas concentraciones de LAS. Este tipo de microcosmos resulta

esencial para la determinacion de procesos fisicos de adsorcién del LAS al suelo.

B. Microcosmos no esterilizado, a través del cual se hizo pasar agua adicionada de
distintas concentraciones de LAS (10 y 50 mg/l). Este microcosmos permite
estudiar la capacidad de biotransformacion del LAS por parte de la microbiota
presente en el suelo, asi como el analisis de la microbiota cultivable, de las

actividades enzimaticas, y de los perfiles de biodiversidad de grupos bacterianos
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representativos en el suelo (Alfa-proteobacterias, Beta-proteobacterias,
Acidobacterias, Bacterias Gram positivas de alto G+C, y Beta-proteobacterias
oxidadoras de amonio), obtenidos mediante la técnica de electroforesis en gel con

gradiente de temperatura (TGGE).

C. Microcosmos no esterilizado, a través del cual se hizo pasar agua sin LAS
(control). El estudio de la microbiota cultivable, actividades enzimaticas y los
perfiles de biodiversidad de este microcosmos (igualmente determinados mediante
TGGE) permite establecer analisis comparativos con los resultados obtenidos en

el microcosmos B.

Fig 3.10. Fotografia que muestra los tres
tipos de microcosmos ensayados una vez
montados en laboratorio

A continuacion se describen los distintos ensayos que se llevaron a cabo sobre los

microcosmos experimentales A, B y C.
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3.3.3.1. Ensayo 1. Determinacion del tiempo necesario de tratamiento de los

microcosmos edaficos para detectar LAS en el efluente

En una primera aproximaciéon experimental, se utilizaron los tres tipos de
microcosmos descritos (A, B y C) para la determinacién del periodo de tiempo de
funcionamiento necesario para detectar la presencia de LAS en el efluente de salida. La
presencia de LAS en los efluentes de los microcosmos era determinada mediante HPLC. Por
su parte, el microcosmos de tipo C se utiliz6 como tratamiento control, con el objetivo de

comprobar la no presencia de LAS en las muestras de suelo de partida.

En la Figura 3.11. se muestra un cromatograma en el que se pueden observar
representados los cuatro homélogos del LAS. El experimento completo se llevé a cabo bajo
dos condiciones distintas. En la primera de ellas, la concentracion de LAS en el agua
influente era de 10 mg/l, mientras que en la segunda la concentracion de LAS fue de 50 mg/I.
Jensen (1999), puso de manifiesto efectos adversos del LAS sobre |la microbiota del suelo en
este rango de concentraciones. Ademas, las concentraciones contempladas en nuestro
estudio corresponden con aquellas esperables en suelos agricolas tras la aplicacién de lodos
(Elsgaard et al., 2001a) y han sido previamente detectadas en suelos contaminados con LAS
(Waters et al., 1989; Kuchler and Schnaak, 1997; De Wolfe and Feijtel, 1998; Jensen, 1999;
Vinther et al., 2003; Ying, 2006).
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Fig 3.11. Ejemplo de cromatograma en el que se pueden observar los cuatro homélogos que
integran la mezcla comercial de LAS
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Con el objeto de impedir procesos de biotransformacion del tensioactivo previos a su
entrada en las columnas, el liquido influente era siempre esterilizado en autoclave (30

minutos a 112°C) antes de ser bombeado.

El caudal externo medio de entrada a los microcosmos era aproximadamente de 200
mi/dia. Este caudal fue determinado tras varios ensayos experimentales y fue optimizado
para que el influente circulase a través de los microcosmos y saliese por su parte inferior sin

alcanzar el punto de saturacion del suelo.

En el ensayo con 10 mg/l de LAS fueron necesarios 21 dias de funcionamiento para
comenzar a detectar presencia de LAS (homologo C10) en el efluente de salida procedente
del microcosmos esterilizado (A). Ademas, transcurrido dicho plazo no se detectd LAS en los
efluentes de los microcosmos B Y C. En el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS,
transcurridos 7 dias se detectd LAS (homdlogo C10) por vez primera en el microcosmos

autoclavado (A). Igualmente, no fue detectada su salida en los microcosmos By C.

3.3.3.2. Ensayo 2. Cuantificacién de LAS en las muestras de suelo de los distintos
microcosmos y estudio de su microbiota cultivable, actividad enzimatica y perfiles de

biodiversidad

Se dispusieron tres réplicas de cada uno de los tipos de microcosmos (A, By C) a
través de las cuales se hizo pasar agua destilada (en el caso del tipo C) y con 10 mg/l de
LAS disuelto en los tipos A y B. Sobre estos microcosmos se llevé a cabo un proceso de
apertura secuencial en base a los periodos temporales establecidos en el ensayo 1. De esta
manera, a los 7 dias se procedio a la apertura y muestreo de una réplica de cada tipo de
microcosmos, proceso que se repetia a los 14 y a los 21 dias. Este experimento se llevé a
cabo en idénticas condiciones utilizando concentraciones de 50 mg/l de LAS en agua. En
este caso, se procedié a la apertura secuencial de microcosmos transcurridos 3 dias de su
puesta en funcionamiento, a los 7 dias y, por ultimo, a los 21 dias. Previamente al inicio de
los ensayos experimentales con 10 y 50 mg/l de LAS, se llevé a cabo el recuento de

microorganismos cultivables, analisis de actividades enzimaticas y estudio de biodiversidad
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del suelo experimental, una vez seco y antes de ser introducido en las columnas de vidrio. La
informacion obtenida de estos andlisis se consider6 como el tiempo 0 (TO) de cada

experimento.

Con el objetivo de determinar el posible efecto emulsionante del LAS, cada 72 horas
aproximadamente se realizaron medidas de fosfatos sobre los efluentes de los microcosmos

ensayados a lo largo de todo el experimento.

Una vez concluidos los ensayos experimentales en los microcosmos (ensayos 10 y 50
mg/l de LAS), se procedia a la ruptura de las columnas en condiciones asépticas (ver Fig.
3.12) y al estudio de la microbiota cultivable, actividades enzimaticas (fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina, arilsulfatasa y deshidrogenasa) y perfiles de biodiversidad presentes en los

distintos tipos de microcosmos ensayados (excepto en el microcosmo estéril A).

Fig 3.12. Apertura de uno de los microcosmos edaficos

Una vez extraida la muestra de la columna y despreciadas las secciones de la misma
que estuvieron en contacto con la atmdsfera y con la placa porosa de vidrio ( 2-3 cm desde la
superficie y 2-3 cm desde el fondo), se procedié a la division del material edafico en dos
zonas bien diferenciadas (zona superior-ZS y zona inferior-Zl). De cada zona se tomé una

muestra integrada de suelo para su posterior analisis (Fig. 3.13).
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Material
despreciado

Material
despreciado

\Toeoeeees/ < Placa porosa

Fig 3.13. Esquema de un microcosmos donde se muestra las diferentes
secciones consideradas en el ensayo. ZS: Zona superior. ZI: Zona inferior

3.3.4. Célculo del tiempo de retencion del influente en los microcosmos ensayados

Cuando el agua de lluvia llega al suelo y se infilira termina por llenar todos sus poros y
desalojar a la totalidad del aire. Cuando esto sucede, se dice que el suelo se encuentra a su
“capacidad méxima”. Esta situaciéon constituye un estado pasajero, pues los poros gruesos,
sobre todo los mayores de 30 ym, permiten una rapida circulacion descendente. A medida
que se van vaciando los poros mas gruesos la velocidad de circulacion del agua disminuye.
Finalmente sélo queda el agua capilar, aquella que se encuentra adherida a las particulas del

suelo por fuerzas electrostaticas.

La fuerza de union entre la fase soélida del suelo y la liquida se conoce como
“potencial matricial”. Cuando el suelo se encuentra en su capacidad maxima, la mayor parte
del agua se encuentra muy retirada de la fase sélida y por tanto su potencial matricial es

nulo. A medida que va desapareciendo el agua de los poros mas gruesos y solo va
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gquedando en los de menor tamafo, el potencial matricial va creciendo pues la distancia
maxima de las moléculas de agua que llenan un poro es la del radio de ese poro. Cuando el
potencial matricial es igual a la presion atmosférica, las fuerzas de empuje y de sujecion de
las moléculas de agua se anulan por tener el mismo valor y signo opuesto, de modo que ese
agua permaneceria retenida de modo indefinido. En este punto se dice que el suelo ha
llegado a su “capacidad de retencion”. Se considera que el tiempo de retencion del agua es
el periodo de tiempo que tarda el suelo en pasar de su capacidad de retenciéon a su
capacidad maxima. La expresidon matematica empleada para el calculo del tiempo de

retencién del agua en los microcosmos edaficos ensayados es la siguiente:
TR = Vefectivo / Q
donde Tg es el tiempo de retencion del liquido influente en el microcosmos , Vefectivo €S
el volumen efectivo de la muestra de suelo (volumen total de poros y canales) y Q es el
caudal externo de entrada a los microcosmos.
Por su parte, Vesectivo S€ Calculd de acuerdo con la siguiente expresion:

Vefectivo =& Vt

donde, V; es el volumen total de las columnas empleadas y € es la porosidad de las

muestras de suelo que vamos a utilizar.

La ecuacion empleada para el célculo del volumen total es la siguiente:

Vi=mr’h

donde, h es la altura de la columna utilizada y r el radio de la misma.

El calculo de la porosidad de las muestras de suelo empleadas en nuestro ensayo se

determin6 mediante la siguiente expresion:
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£ = m°® agua/ m® tierra

Para determinar la porosidad del suelo de estudio se tomé 1 dm® de suelo problema y
se introdujo en un vaso de precipitados de 1L de capacidad. A continuacion, se vertiéo agua
contenida en una probeta de 1L sobre la muestra hasta alcanzar el punto de saturacion de la
misma, hecho que se observa cuando aparece una fina capa de agua sobre la superficie de
la tierra. La porosidad de la muestra fue determinada a partir de la relacion entre el volumen

de agua afiadido al vaso de precipitados y el volumen de tierra considerado (Fig. 3.14).

Fig 3.14. Vaso de precipitados y probeta
empleadas en la determinacién de la porosidad
de las muestras de suelo utilizadas.

De acuerdo con las expresiones descritas, el tiempo de retencion estimado de los

distintos microsmos edéficos fue de 2.12 dias y la porosidad del suelo utilizado del 43%.

3.3.5. Andlisis de la microbiota cultivable en las muestras de suelo contenidas en los

microcosmos ensayados

Una vez extraidas las muestras de suelo contenidas en los microcosmos, se llevé a
cabo el recuento de microorganismos heterétrofos cultivables. Como se ha comentado
anteriormente, las muestras de suelo procedian de la zona superior e inferior de los

microcosmos edaficos B y C, que fueron abiertos a los 7, 14 y 21 dias en el caso del ensayo
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con 10 mg/l de LAS y a los 3, 7 y 21 dias en el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS. El
objetivo de estos recuentos era el de establecer el posible efecto de LAS sobre el crecimiento

de la microbiota cultivable en los distintos ensayos.

Estos recuentos se llevaron a cabo en dos tipos de medios de cultivo a partir de 1 g

de muestra (peso seco):

a) Medio TSA diluido (10%)
b) Medio de Burk’'s + NH,". La preparacion de este medio requiere de
la elaboracion de tres soluciones (A, B y C) cuya composicion es la

siguiente (g/l):

Solucion A:  KoHPO,4: 6.4
KH,PO,: 1.6
Solucion B:  NaCl: 2.0
MgSO, 7H,0: 2.0
CaS0O, 2H,0: 0.5

Solucion C: NaMoO,4 2H,0: 0.01
FeSO,: 0.03
Las tres soluciones se esterilizan por separado. Un litro de medio de Burk’'s se
obtiene mediante la adicion de 100 ml de la solucién A, 100 ml de la solucién B, 100 ml de la

solucion C, 5g de glucosa, 3 g de cloruro aménico, 16 g de agar y 700 ml de agua destilada.
La siembra se realizé afadiendo 0.1 ml de las diluciones correspondientes a cada

placa. Las placas se incubaron en la estufa a una temperatura de 30°C y tras 48 horas se

realizaron los recuentos.
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3.3.6. Determinacion de actividades enziméaticas en las muestras de suelo contenidas

en los microcosmos

Se realizaron medidas de las siguientes actividades enzimaticas sobre las muestras
de suelo correspondientes a la zona superior e inferior de los microcosmos edaficos B y C,
abiertos alos 7, 14 y 21 dias en el caso del ensayo en el que se utilizd 10 mg/l de LAS y a los
3, 7 y 21 dias en el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS. El método empleado para la
determinacion de las actividades enzimaticas estudiadas ha sido el descrito por Page et al.
(1982).

3.3.6.1. Actividad enzimatica fosfatasa

Las fosfatasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de los esteres y los
anhidridos del acido fosférico (Schmidt and Laskowski, 1961). Estas enzimas se clasifican
como acidas ¢ alcalinas segun muestren su actividad 6ptima en rango acido 6 alcalino,
respectivamente. Su importancia radica en su papel en la mineralizacién del fésforo organico

en suelos y en la nutricion de las plantas.

La ecuacion general que describe la reaccién catalizada por las fosfatasas acidas y

alcalinas es la siguiente:

0] O

Il Il
R-O-P-O +H,0 —* R.OH+HO-P-Or

| |

o o

El procedimiento empleado para la identificacion y cuantificacion de la actividad
fosfatasa esta basado en un método colorimétrico en el que se usa como indicador el p-
Nitrofenol, el cual genera una coloracion amarilla en medio alcalino. (Tabatabai and Bremner,
1969; Eivazi and Tabatabai, 1977).
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Reactivos

- p-Nitrofenil fosfato tetrahidrato (sustrato)

- p- Nitrofenol (indicador)

- Tolueno

- CaCl

- Tampdn Universal Modificado (MUB), cuya composicién es la siguiente: 12.1 g/l
de Trihidroximetil Aminometano (THAM), 11.6 g/l de Acido Maleico, 14 g/l de Acido
citrico, 6.3 g/l de H, BO4, y 488 ml de NaOH 1 N

Para la determinacion de la actividad fosfatasa acida se prepara el tampdn modificado
a pH 6.5. Para ello, se toman 200 ml de MUB y se ajusta el pH a 6.5 anadiendo acido
clorhidrico 0,1 N hasta alcanzar un volumen de un litro. Para la determinacion de la actividad
fosfatasa alcalina se prepara el tampén modificado a pH 11. Para ello, se toman 200 ml de

MUB y se ajusta el pH a 11 afiadiendo NaOH 0.1 N hasta alcanzar un volumen de un litro.

El p-Nitrofenil fosfato se prepara disolviendo 0,42 g de p-Nitrofenil fosfato tetrahidrato
en 40 ml de MUB a pH 6.5 (para la determinacién de la actividad fosfatasa acida) o pH 11
(para la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina), una vez disuelto se diluye hasta un

volumen de 50 ml con MUB del mismo pH.

La solucion p-Nitrofenol fosfato (PNP) se prepara disolviendo 1 g de p-Nitrofenol en

70 ml de agua y una vez disueto se diluye hasta un volumen de 1 litro.

Procedimiento

Se toma 1 g de suelo (peso seco) y se mezcla con 0,2 ml de tolueno, 1 ml de solucion
p-Nitrofenol fosfato y 4 ml de tampdn universal modificado (MUB) a pH 6.5 para la
determinacion de la actividad enzimatica fosfatasa acida o 4 ml de MUB a pH 11 para la
determinacion de la actividad enzimatica fosfatasa alcalina. Una vez mezclado, se incuba a

37° C durante 1 hora. La incubacion se detiene por la adicion de 1 ml de CaCl, 0.5 My 4 mi
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de NaOH 0.5 N. A continuacién las muestras son centrifugadas durante 10 minutos a 1.300 g
en una centrifuga Kokusan 4103N. Finalmente se mide la absorbancia en el

espectrofotdmetro (410 nm) del sobrenadante resultante.

Procedimiento para la obtencién de la curva patrén

Para la construccion de una curva patrén que permita determinar correctamente las
actividades enzimaticas fosfatasa acida y alcalina, se prepara una solucién madre de p-
Nitrofenol, diluyendo 1 ml de soluciéon p-Nitrofenol en 100 ml de agua destilada. A
continuacion, se toman alicuotas de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 ml de esta solucidn, y se llevan hasta un
volumen final de 5 ml mediante la adicion de agua destilada, consiguiéndose de esta manera
concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/ml de p-nitrofenol. Seguidamente, los distintos
tubos se introducen en la estufa a 37°C durante 1 hora y posteriormente, se afiade 1 ml de
CaCl, 0.5 My 4 ml de NaOH 0.5 M a cada tubo. Por ultimo, se mide la absorbancia en el

espectrofotometro a 410 nm.

3.3.6.2. Actividad enzimatica Arilsulfatasa

Las arilsulfatasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de un anién arilsulfato por

rotura del enlace O - S (Spencer, 1958).
La reaccion que describe la actividad arilsulfatasa es la siguiente:
R.0SO; +H,0 = R.OH + H" + SO/~
Esta reaccion es irreversible y no hay evidencias de que algun aceptor del sulfato

excepto el agua, pueda ser utilizado, o que algun i6n metélico sea necesario para esta

funcién catalitica.
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Reactivos (Tabatabai and Bremner, 1970)

- p-Nitrofenil sulfato tetrahidrato 0.025 M (sustrato)
- p- nitrofenol (indicador)

- Tolueno

- Tampén acetato 0.5 M, pH 5.8

- CaCl,0.5M

- NaOH

- HCI

El tampodn acetato 0,5 M se prepara disolviendo 68 g de acetato sddico trihidrato en
700 ml de agua. A continuacion se afiaden 1.7 ml de acido acético glacial (99%) y finalmente

se completa la mezcla con agua hasta alcanzar un volumen de 1 L.

El p-Nitofenil sulfato tetrahidrato (sustrato) se prepara disolviendo 0.312 g de p-

Nitrofenil sulfato de potasio en 50 ml de tampdn acetato.

Procedimiento

Se toma 1 g (peso seco) de suelo humedo y se mezcla con 0.25 ml de tolueno, 4 ml
de tampon acetato 0.5 M a pH 5.8 y 1 ml de p-Nitrofenil sulfato (PNS). Dicha mezcla se
incuba a 37°C durante 1 hora. La incubacién se detiene por la adicion de 1 ml de CaCl, 0.5 M
y 4 ml de NaOH 0.5 M. A continuacion se centrifuga la muestra durante 10 minutos a 1300 g
en una centrifuga KoKusan 4103N. Finalmente, se mide la absorbancia en el

espectrofotdmetro a (410 nm) del sobranadante obtenido.

Procedimiento para la obtencién de la curva patrén

El procedimiento para la determinacién de la curva patrén de la actividad enzimatica

arilsulfatasa es el mismo que el descrito con anterioridad para la obtencion de la curva patrén

de la actividad enzimatica fosfatasa acida y alcalina.
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3.3.6.3. Actividad enzimatica deshidrogenasa

Generalmente, la oxidacién biolégica de compuestos organicos es un proceso de
deshidrogenacion. Los sistemas enzimaticos de deshidrogenasas juegan un papel importante
en la oxidaciéon de la materia organica del suelo asi como en la transferencia de hidrégeno
procedente del sustrato a los aceptores. Los sistemas de deshidrogenasa relacionados con la
actividad deshidrogenasa son muy numerosos, asi como variados, estos sistemas son una
parte integral de los microorganismos. De este modo, el resultado del estudio de la actividad

deshidrogenasa muestra la actividad media de la poblacién microbiana (Skujins, 1976).

XH, + A > X-AH,

Donde XH; es un compuesto organico (donador de H) y A es un aceptor de H.

Reactivos (Casida et al., 1964)

- 2,3,5- Trifenil tretrazolio cloruro (TTC) (sustrato)
- Trifenil formazan (TPF) (indicador)

- Metanol reagent-grade

- CaCoO;

El 2,3,5- Trifenil tetrazolio cloruro (TTC) se prepara disolviendo 3 g de TTC en 100
ml de agua destilada. El Trifenil formazan (TPF) se prepara disolviendo 100 mg de
TPF en 100 ml de metanol.

Procedimiento
Se toman 20 g de suelo seco y tamizado (diametro de malla de 2 mm) y se mezclan
con 0.2 g de CaCOs;. De dicha mezcla se toman 3 porciones de 6 g cada una, a las que se le

anaden 1ml de 2,3,5- Trifenil tetrazolium cloruro y 2.5 ml de agua destilada. Posteriormente,

las muestras se incuban a 37°C durante 24 horas. Transcurrido dicho tiempo, las porciones
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se mezclan con 10 ml de metanol y se filtran cuantitativamente a través de un algodén
absorbente. El color rojo resultado de la actuacion de la deshidrogenasa del suelo sobre el
TPF, se elimina del algodén mediante metanol llegando hasta un volumen final de 100 ml con

metanol adicional. La absorbancia del TPF se determina por espectrofotometria a 485 nm.

Procedimiento para la obtencion de la curva patrén

Para la determinacion de la actividad enzimatica deshidrogenasa se prepara una
solucion madre de TPF diluyendo 10 ml de TPF en 100 ml de metanol (100 pug de TPF/ml). A
continuacion, se toman alicuotas de 0, 5, 10, 15 y 20 ml de esta solucion y se llevan hasta un
volumen final de 100 ml con metanol obteniéndose concentraciones de 0, 500, 1000, 1500 y
2000 pg de TPF/100 ml. Finalmente se mide la absorbancia en el espectrofotdmetro a 485

nm.

3.3.7. Determinacion de LAS en las muestras de suelo contenidas en los microcosmos

Una vez extraidas las muestras de suelo contenidas en los microcosmos se cuantificd
la concentracion de LAS, presente en cada una de ellas. Las muestras de suelo integradas
correspondian a la zona superior e inferior de los microcosmos edaficos A y B abiertos a los
7,14 y 21 dias en el caso del ensayo en el que se utilizé 10 mg/l de LAS y a los abiertos a los

3,7 y 21 dias en el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS.

En procedimiento empleado para la determinacién de LAS en las muestras de suelo

es el descrito en el apartado de Material y Métodos 3.1.2.

3.3.8. Estudio de los perfiles de biodiversidad de las comunidades bacterianas en los

microcosmos edaficos

Tradicionalmente, la visién acerca de la diversidad de los microorganismos edaficos
estaba basada en la obtencién de cultivos de laboratorio en medios especialmente

formulados para ello. Sin embargo, la comparacion de recuentos microscopicos directos de
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células con los obtenidos en placas de cultivo puso de manifiesto que al menos el 99% de los
procariotas presentes en el suelo eran incapaces de crecer en medios de cultivo (Ritchie et
al., 2000; Muyzer, 1999). Por este motivo, se requiere el empleo de técnicas moleculares
independientes de cultivo para completar el estudio de las comunidades microbianas del

suelo.

Para el estudio de las comunidades microbianas de las muestras de suelo se eligieron
2 genes: el gen codificante del ARN ribosémico 16S, que permitié el estudio de las
poblaciones bacterianas totales de las muestras de suelo, y el gen amoA (gen estructural de
la amonio monooxigenasa, una de las enzimas funcionales para la fase | de la nitrificacion),
con el fin de estudiar especificamente las poblaciones de las bacterias oxidadoras de
amonio. Para la obtencion de perfiles de las comunidades microbianas en las distintas
muestras de suelo procedentes de los microcosmos ensayados, se utilizd la técnica de
electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE). Las muestras de suelo
correspondian a la zona superior e inferior de los microcosmos B y C, tanto en los abiertos
tras 7,14 y 21 dias en el caso del ensayo en el que se utilizd6 10 mg/l de LAS, como en los
abiertos tras 3,7 y 21 dias en el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS. Para la realizacién de

esta técnica fueron necesarios una serie de pasos los cuales consistieron en:

1) Extraccién del ADN bacteriano total de las muestras de suelo procedentes de los
Microcosmos.

2) Amplificacién de los fragmentos del gen codificante del ARN ribosémico 16S de Alfa-
proteobacterias, Beta-proteobacterias, Bacterias Gram positivas de alto G+C vy
Acidobacterias, y del gen estructural de la subunidad alfa de la enzima amonio
monooxigenasa (amo A) para el estudio de las B-proteobacterias oxidadoras de amonio
(nitrificantes de fase 1), mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

3) Separacion de los fragmentos de distinta secuencia de ADN mediante TGGE.

4) Reamplificacion por PCR de los fragmentos separados e identificacion de las

poblaciones mediante secuenciacién de ADN.
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3.3.8.1. Extraccién del ADN bacteriano de las muestras de suelo

Para la extraccion del ADN de las muestras de suelo, se utilizo un kit comercial

desarrollado especificamente para suelos, sedimentos y fangos (UltraClean Soil DNA
Isolation Kit, MoBio®, USA).

Los pasos seguidos para la extraccion fueron los recomendados por el fabricante del kit:
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- Se anadid 1 g de suelo (peso seco) a un tubo de 2ml, que contenia un buffer de
suspension adicionado con perlas de vidrio, y se agitdé hasta conseguir su mezcla
completa.

- Se afiadié 60 pl de solucion S1 'y se mezclé todo homogéneamente.

- Se anadieron 200 ul de la solucién IRS (solucién para retirar inhibidores de las ADN
polimerasas presentes en las muestras) y se agitaron los tubos en un vortex provisto de
un adaptador de tarima plana para acoplar los tubos horizontalmente, durante 10 min. En
este paso, la combinacion de la solucién S1 y la accién mecanica de las perlas de vidrio
permite la disgregacion correcta de la muestra y la adecuada extraccion del ADN de la
misma.

- Se centrifugaron los tubos a 10.000 g durante 30 seg en una centrifuga Minispin plus
Eppendorf®.

- El sobrenadante se recuperd y se dispuso en tubos limpios. Seguidamente se anadié a
cada tubo 250 pl de la solucién S2, se agitd durante 5 seg, y se mantuvo a 4°C durante 5
min.

- Se centrifugaron los tubos a 10.000 g durante 10 min.

- El sobrenadante se volvié a recuperar y se dispuso en tubos limpios, a los que se
afiadieron 1.3 ml de la solucién S3, y se agité durante 5 seg.

- Alrededor de 700 pl se transfirieron a unidades de filtracion acopladas a un tubo
eppendorf, y se centrifugaron a 10.000 g durante 1 min. Este paso se repitié hasta agotar
la totalidad del volumen. La membrana de las unidades de filtracién tiene afinidad por el
ADN, bajo las condiciones de extraccion.

- Se afadieron a las unidades de filtracion 300 pl de la solucion S4. Se centrifugd durante
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30 seg a 10.000 g y se desecho el liquido que habia pasado por el filtro.

- Se volvié a centrifugar a la misma velocidad durante 1 min para eliminar restos de la
solucion S4, y la unidad de filtracién se llevo a otro tubo limpio. Se anadieron después a
la unidad de filtracion 50 pl de la solucion S5, con el fin de fluir el ADN unido a la
membrana de la unidad de filtracion.

- Se centrifugd de nuevo durante 30 seg y se recupero el liquido filtrado conteniendo el
ADN purificado.

Tras este ultimo paso, se comprobd el ADN extraido mediante electroforesis en un gel de

azarosa al 0.8 %, y se conservo a -20°C.

3.3.8.2. Amplificacion selectiva de fragmentos del gen codificante del ARNr 16S de
Alfa-proteobacterias, Beta-proteobacterias, Bacterias Gram positivas de alto G+C y

Acidobacterias

Las muestras de ADN se sometieron a una estrategia de PCR anidada, donde se
realizaron dos reacciones consecutivas de amplificacion. En la primera de ellas se amplificd
una region correspondiente a un fragmento del gen codificante del ARN, 16S utilizando como
cebadores oligonucleédticos de secuencia especifica para los distintos grupos microbianos
estudiados. El producto de esta PCR fue de diferente tamafo dependiendo del grupo
bacteriano estudiado (Tabla 3.5). En la segunda PCR, se utilizaron como molde los productos
de la primera PCR para amplificar una region interna de menor tamafo (aproximadamente
0,2 Kb) correspondiente a la region hipervariable V3 (nucleétidos 341 al 534, numeracioén de
Escherichia coli, Muyzer et al., 1993). Se empled la estrategia de PCR anidada con la
finalidad de obtener un mayor rendimiento en la amplificacion, ya que evita la union
inespecifica de los cebadores, mejora la amplificacion de poblaciones presentes en bajo
numero, y permite obtener patrones de bandas mas completos (Nicolaisen and Ramsing,
2002; Ward and O’Mullan, 2002).

107



3. Material y Métodos

Tabla 3.5. Tamafos amplificados del gen ADNr 16S en la primera PCR

GRUPO BACTERIANO

TAMANO (pares de bases)

Eubacterias
Alfa-proteobacterias

Beta-proteobacterias

Bacterias Gram positivas de alto G+C

Acidobacterias

1500
1199
941

1159
1510

Para la primera PCR se emplearon las siguientes parejas de cebadores: fD1 y rD1
para Eubacterias, F203alfa y R1401 para Alfa-proteobacterias, R948beta y fD1 para Beta-
proteobacterias, F243hgc y R1401 para Actinomicetales, y 31F y rD1-sc para Acidobacterias.

Para la segunda PCR se emplearon los cebadores universales GC-P1y P2 (Muyzer
et al., 1993). La secuenciacién del cebador GC-P1 esta basada en una regién conservada del
gen, a la que se afiade una cola de 40 pares de bases ricas en GC necesarias para la
separacion correcta mediante TGGE (Muyzer et al., 1993). En la Figura 3.15 se muestra un

esquema del procedimiento completo seguido. La secuencia de todos los cebadores

empleados se muestra en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR anidada

OLIGOS SECUENCIA (DE5A3) REFERENCIAS
fD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg et al. (1991)
rD1 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC Weisburg et al. (1991)

F203alfa CCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTAT Gomes et al. (2001)

Gomes et al. (2001); Heuer et
R-1401 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
al. (1997)
R948-beta TCATCCACCGCTTGTGCG Gomes et al. (2001)
F243hgc GGATGAGCCCGCGGCCTTA Heuer et al. (1997)
31F GATCCTGGCTCAGAATC Barns et al. (1999)
rD1-sc TAAGGAGGTGATCCAGCC Weisburg et al. (1991)
A CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG
GC-P1 Muyzer et al. (1993)
GCCTACGGGAGGCAGCAG
P, ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al. (1993)

“En negrita se indica la cola rica en G
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.- Estrategia de PCR anidada
Estructura secundaria ooy 1. Anplificacion de la
del rADN 165 de Wy 3 secuencia casi cotmpleta del
Escherichia coli e 58 165 rADN
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“dt
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de la secuencia de £ coli, con
cebadores universales GC-Ply
P2 (Muyzer et al. 1993).
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S
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F203 g b W <5 -

3" cola GC fragmento de ADN- 165

Fig. 3.14. Ejemplo de esquema de la reaccion de PCR anidada, donde se realizaron dos reacciones
consecutivas de amplificacion, en la primera se amplificé una region de mayor tamafio de acuerdo con
los cebadores utilizados y en la segunda una region interna de menor tamafo. En el dibujo
correspondiente a la estructura secundaria del ARNr 16S de Escherichia coli aparecen dibujados todos
los cebadores empleados en cada una de las PCR anidadas llevadas a cabo.

La primera reaccion de PCR se efectu6 en un volumen final de 50 ul. En cada mezcla

de reaccion se utilizaron los reactivos que se indican en la Tabla 3.7.

Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos para Eubacterias
fueron una modificacién de los descritos por Vinuesa et al. (1998). El programa de PCR para
se desarrolld empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-Elmer®) y consistié en los

siguientes pasos:
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1. Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 7 min
2. 20 ciclos que constan de:
A: Desnaturalizaciéon: 94°C durante 1 min y 10s.
B: Hibridacién de los cebadores sobre el ADN molde desnaturalizado,
(Annealing): 56 °C durante 40s
C: Extension: 72°C durante 2 min.
3. Extensién final: 72°C durante 6 min y 10 seg.

4. Mantenimiento a 4°C

Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos para Alfa-
proteobacterias fueron una modificacién de los descritos por Gomes et al. (2001). El
programa de PCR se desarrolld6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-Elmer®) y

consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 min
2. 20 ciclos que constan de:
A: Desnaturalizacion: 94°C durante 1 min.
B: Hibridacion de los cebadores sobre el ADN molde desnaturalizado,
(Annealing): 56 °C durante 1 minuto.
C: Extension: 72°C durante 2 min.
3. Extension final: 72°C durante 10 minutos.

4. Mantenimiento a 4°C

Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos para Beta-
proteobacterias fueron una modificacién de los descritos por Gomes et al. (2001). El
programa de PCR se desarrollé empleando el termociclador PE-2400 (PERKIN-ELMER) y

consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 minutos.

2. 4 ciclos que constan de:
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A: Desnaturalizaciéon: 94°C durante 1 minuto.
B: Annealing: 56°C durante 1 minuto.
C: Extension: 72°C durante 2 minutos.

3. 20 ciclos que constan de:
A: Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto.
B: Annealing: 61°C durante 1 minuto.
C: Extension: 72°C durante 2 minutos.

4. Extensién final: 72°C durante 10 minutos.

5. Mantenimiento a 4°C.

Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos para Bacterias
Gram positivas de alto G+C fueron una modificacion de los descritos por Heuer et al.
(1997). El programa de PCR se desarrollé empleando el termociclador PE-2400 (PERKIN-

ELMER) y consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 minutos.
2. 30 ciclos que constan de:
A: Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto.
B: Annealing: 63°C durante 1 minuto.
C: Extension: 72°C durante 2 minutos.
Extension final: 72°C durante 10 minutos.

4. Mantenimiento a 4°C.

Las condiciones de reaccién, perfil de temperaturas y ciclos seguidos para
Acidobacterias fueron una modificacién de los descritos por Barns et al. (1999). El programa
de PCR se desarrollé empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-Elmer®) y consistié en los

siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 minutos.

2. 30 ciclos que constan de:
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A: Desnaturalizacion: 94°C durante 30 segundos.
B: Annealing: 42°C durante 30 segundos.
C: Extension: 72°C durante 2 minutos.

3. Extension final: 72°C durante 5 minutos.

4. Mantenimiento a 4°C.

Tabla 3.7. Reactivos empleados en la primera reaccion de la PCR anidada
efectuada en un volumen final de 50 pl

REACTIVO VOLUMEN pL
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 5
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 3
Seroalbumina bovina 10 mg/mL (N E Biolabs) 1
Mezcla de desoxinucledétidos trifosfato (Roche) 10 mM 1
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 2,5
Primer Cebador 100 uM (Sigma) 0,2
Segundo Cebador 100 uM (Sigma) 0,2
Ampli Tag Gold polimerasa (Applied Biosystems) 0,2
ADN molde 1(2-5 ng)
Agua bidestilada grado PCR 36

Tras la reaccion se tomaron alicuotas de 5 ul y se comprobaron en gel de agarosa al

0,8 %, para confirmar la existencia de bandas amplificadas del tamafo esperado. Una vez

comprobadas, las muestras fueron sometidas a una segunda PCR con el objetivo de

amplificar la regidon V3. Para la realizacion de la segunda reaccion PCR el contenido de la

primera PCR de Alfa-proteobacterias, Beta-proteobacterias, Bacterias de alto contenido en

G+C y Acidobacterias fue diluido 1/30 (Gomes et al., 2001). La segunda reaccion de PCR se

efectud en un volumen final de 50 pul. Las condiciones de reaccion, perfil de temperaturas y

ciclos seguidos fueron una modificacion de la técnica touch down descrita por Watanabe et

al. (1998). En cada mezcla de reaccion se utilizaron los reactivos que se indican en la Tabla

3.8.
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Tabla 3.8. Reactivos empleados en la segunda reaccion de la PCR anidada,
efectuada en un volumen final de 50 pl

REACTIVO VOLUMEN pL
PCR Buffer Gold 10X (Applied Biosystems) 5
MgCl; 25 mM (Applied Biosystems) 3
Seroalbumina bovina 10 mg/ml (N E Biolabs) 1
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (Roche) 10 mM 1
Dimetilsulféxido grado biologia molecular (Sigma) 2,5
Cebador GC-P1 100 uM, purificado mediante HPLC (Sigma) 0,2
Cebador P2 100 uM, purificado mediante HPLC (Sigma) 0,2
Ampli Taq Gold polimerasa (Applied Biosystems) 0,2
ADN molde (producto de la primera PCR duluido (1/30) 1
Agua bidestilada grado PCR 36

El programa de PCR se desarrolld6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-

Elmer®) y consisti6 en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 7 min

2. Treinta ciclos que consisten en:
Desnaturalizacién: 94°C durante 1 min
Annealing : 65°C durante 1 min
Esta temperatura se disminuyé automaticamente 1 °C cada 2 ciclos, hasta
alcanzar 55 °C, temperatura a la cual se efectuaron 10 ciclos adicionales.
Extensién: 72°C durante 2 min

3. Extension final: 72°C durante 10 min

4. Mantenimiento a 4°C
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Tras la reaccién se tomaron alicuotas de 1 ul que se comprobaron en gel de agarosa al 3

%, para confirmar la existencia de bandas amplificadas del tamafno esperado (0.2 Kb).

3.3.8.2.1. Concentracion del producto de la PCR anidada

Todos los productos de PCR finales para cada una de las muestras se concentraron.
Los productos fueron aproximadamente concentrados 3 veces empleando membranas

Microcon YM-100 (Milipore ®) siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.3.8.3. Amplificacion de fragmentos del gen estructural de la subunidad a de la enzima

amonio-monooxigenasa (amoA)

Para el estudio especifico de las comunidades de bacterias nitrificantes, se escogio
como marcador el gen amoA, que cofidica la subunidad o de la enzima amonio-
monooxigenasa, propia de las bacterias oxidadoras de amonio (nitrificantes de fase |). Este
gen ha sido empleado en estudios previos, puesto que ha sido posible disefiar cebadores
especificos para su amplificacion en bacterias nitrificantes de fase | pertenecientes a la
subclase 3 de las Proteobacterias, que comprende los géneros Nitrosomonas y Nitrosospira,
englobando este ultimo a los antiguos géneros Nitrosolobus y Nitrosovibrio (Nicolaisen and
Ramsing, 2002). Estos cebadores no amplifican fragmentos de amoA de las bacterias
nitrificantes de fase | pertenecientes a la subclase y de las Proteobacterias (Nitrosococcus
oceanus y N. halophilus), descritas uUnicamente en ambientes marinos (Nicolaisen and
Ramsing, 2002).

Las muestras de ADN se sometieron a una reaccion de PCR utilizando la estrategia semi-
anidada optimizada por Nicolaisen and Ramsing (2002) empleando cebadores exentos de
degeneraciones en la secuencia oligonucleotidica, con lo que se consigue una mayor

especificidad de la amplificacion y mejor calidad de los perfiles de bandas.

Para la primera PCR se emplearon los cebadores AmoA-1F y AmoA-2R, y para la

segunda PCR se emplearon los cebadores universales GC-AmoA-1F y AmoA-2R (Nicolaisen
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and Ramsing, 2002). La secuencia de todos los cebadores empleados se muestra en la
Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Secuencia de los cebadores empleados en la reaccion de PCR semi-anidada

CEBADOR SECUENCIA (DE5'A 3")
AMOA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT
AMOA-2R CCCCTCTGCAAAGCCTTCTTC
GC-AMOA-1F CGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCGGGGTTTCTACTGGTGGT

En negrita se indica la cola rica en GC

La primera reaccién de PCR se efectu6 en un volumen final de 50 pul. Las condiciones
de reaccion, perfil de temperaturas y ciclos seguidos fueron las descritas por Nicolaisen and
Ramsing (2002). En cada mezcla de reaccién se utilizaron los reactivos que se indican en la
Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Reactivos empleados en las reacciones de la PCR anidada, efectuadas en
un volumen final de 50l

REACTIVO VOLUMEN pL
PCR Buffer Gold 10x (Applied Biosystems) 5
MgCl, 25mM (Applied Biosystems) 3
Seroalbumina bovina 10mg/ml (N E Biolabs) 1
Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (Roche) 10 mM 1
Dimetilsulfoxido grado biologia molecular (Sigma) 25
Cebador AmoA-1F 6 GC-AmoA-1F 100uM (Sigma) 0.2
Cebador AmoA-2R 100um (Sigma) 0.2
Ampli Tag Gold polimerasa (Applied Biosystems) 0.2
ADN molde 1

Agua bidestilada grado PCR 36
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El programa de PCR se desarroll6 empleando el termociclador PE-2400 (Perkin-Elmer®) y

consistio en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion inicial: 92°C durante 7 minutos.
2. 35 ciclos que constan de:
Desnaturalizacién: 92°C durante 30 segundos.

Annealing: 57°C durante 30 segundos.
Extension: 72°C durante 45 segundos, afiadiendo 1 segundo adicional por ciclo.

Extension final: 72°C durante 5 minutos.

Mantenimiento a 4°C.

Tras la primera reaccion, se tomaron alicuotas de 1 pl que se chequearon en gel de
agarosa al 3%, para comprobar la existencia de bandas amplificadas del tamafo esperado
(475 bp). Una vez comprobadas, las muestras fueron sometidas a la segunda PCR en
idénticas condiciones. La segunda reaccion de PCR se efectud en un volumen final de 50 pl.
Tras la reaccién se tomaron alicuotas de 1pl que se chequearon nuevamente en un gel de

agarosa al 3%.
3.3.8.3.1. Concentracién del producto de la PCR anidada

Todos los productos de PCR finales para cada una de las muestras se concentraron
aproximadamente 20 veces, empleando membranas Microcon (Milipore), siguiendo las
indicaciones del fabricante.
3.3.8.4. Separacion de las muestras mediante TGGE

La electroforesis en gel con gradiente de temperatura se realizé empleando el sistema
TGGE MAXI (Watman Biometra). Para la separacién de los distintos fragmentos se

emplearon geles desnaturalizantes de poliacrilamida, preparados en agua MilliQ, con la

composicion que se indica en la Tabla 3.11.
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Tabla 3.11. Composicién del gel desnaturalizante de poliacrilamida empleado en la TGGE

REACTIVOS CONCENTRACION

Poliacrilamida-bisacrilamida 37.5:1 (Sigma) 6 %

Urea, grado biologia molecular (Sigma) 8M

Formamida desionizada (Sigma) 20 %

Glicerol (Sigma) 2%

Buffer tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM (TAE) pH 8,0 1x

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), grado biologia molecular 0,06 %
Persulfato de amonio, grado biologia molecular 0,06 %

Los geles se dejaron polimerizar durante 24 h antes de llevar a cabo la electroforesis.

Para la electroforesis se empled buffer TAE (2X). Se cargaron 4 ul de cada muestra
mas 1 pul de buffer de carga (5X) de la siguiente composicion: 0.5 % triton X-100, 0.05 % azul
de bromofenol, 0.05 % xilencianol, EDTA 10 mM y buffer TAE 5X.

Las condiciones de la electroforesis para Eubacterias, Alfa-proteobacterias, Beta-

proteobacterias, Bacterias de alto contenido en G+C y Acidobacterias fueron las siguientes:

1. Migracion inicial de las muestras:
e Temperatura inicial de gradiente, To= 20°C
e Temperatura final de gradiente, T4 = 20°C
¢ Voltaje 300 V
¢ Duracion 18 min

2. Establecimiento del gradiente de temperatura:
e Temperatura inicial de gradiente, To= 43°C
e Temperatura final de gradiente, T4o= 63°C
¢ Voltaje O V
¢ Duracion 10 min

3. Separacién de muestras:
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e Temperatura inicial de gradiente, To= 43°C
e Temperatura final de gradiente, T4,=63°C
e Voltaje 125V

e Duracién 18 h

Ademas, debido al alto contenido en G+C de este grupo, se ensayaron diferentes
condiciones de electroforesis hasta optimizar el gradiente de temperatura con el objetivo de
obtener una mayor resolucion en la separacion. Las condiciones electroforéticas se

optimizaron y fueron las siguientes:

1. Migracion inicial de las muestras:
e Temperatura inicial de gradiente, To= 20°C
e Temperatura final de gradiente, T4, = 20°C
¢ Voltaje 300 V
e Duracion 18 min

2. Establecimiento del gradiente de temperatura:
e Temperatura inicial de gradiente, To=47°C
e Temperatura final de gradiente, T4, = 56°C
e Voltaje O V
e Duracion 10 min

3. Separacién de muestras:
e Temperatura inicial de gradiente, To=47°C
e Temperatura final de gradiente, T4, = 56°C
e Voltaje 125V

e Duracién 18 h

Para separar los fragmentos amplificados del gen estructural de la subunidad a de la
enzima amonio-monooxigenasa (amoA), se siguieron los mismos pasos explicados para la
separacion de fragmentos amplificados del gen codificante del ARNr 16S, excepto el

programa para el TGGE, que varié las temperaturas, y que no se usaron marcadores de
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especies. Las condiciones electroforéticas fueron las siguientes:

1. Migracion inicial de las muestras:
e Temperatura inicial de gradiente, To= 20°C
e Temperatura final de gradiente, T4 = 20°C
« Voltaje 300 V
e Duracion 18 min

2. Establecimiento del gradiente de temperatura:
e Temperatura inicial de gradiente, To= 38°C
e Temperatura final de gradiente, T4 =48°C
e Voltaje O V
e Duracion 10 min

3. Separacion de muestras:

e Temperatura inicial de gradiente, To= 38°C
e Temperatura final de gradiente, T4 =48°C
e Voltaje 120 V

e Duraciéon 18 h

Tras la electroforesis, los geles se tifieron con plata, empleando el kit “Gel Code Silver

Staining” (Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante. Como patron de separacion

para los fragmentos del gen ADNr 16S, se construyd un marcador de seis especies a partir

de las cepas de coleccion que se muestran en la Tabla 3.12 (Cortés Lorenzo et al., 2006). El

proceso seguido para preparar el fragmento de ADN de los patrones fue idéntico al de las

muestras.
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Tabla 3.12. Listado de las cepas de coleccion que se emplearon
como marcadores en la TGGE

ESPECIE CEPA
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas putida ATCC 8750
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308
Escherichia coli DH5a.
Nocardia corynebacterioides ATCC 21253
Micrococcus luteus ATCC 9341

ATTC: American Type Cultura Collection

3.3.8.5. Reamplificacién de las bandas separadas mediante TGGE

Las bandas individuales visualizadas en los geles mediante tincion de plata se
punzaron en su parte central con una punta de pipeta estéril, y el fragmento asi extraido se
suspendié en 10 ul de agua bidestilada grado PCR, en tubos de 0.2 ul para PCR. Partiendo
de estos fragmentos como molde, se efectud la reamplificacion de cada banda individual
mediante PCR, siguiendo el mismo procedimiento ya descrito en los apartados 3.3.8.2. y
3.3.8.3.

3.3.8.6. Purificacién y secuenciacion de los fragmentos de ADN reamplificados

Los productos de PCR reamplificados se corrieron en geles de agarosa al 3% vy, tras
la tinciéon con bromuro de etidio, las bandas se escindieron del gel con una espatula estéril,
siendo purificadas mediante el kit de extraccion Quiaex Il (Quiagen), y el ADN resuspendido

en un volumen final de 20 ul de agua MilliQ esteril.

Los productos asi purificados fueron secuenciados empleando como cebadores los
mismos utilizados para su reamplificacion. La secuenciaciéon de ADN de doble cadena fue
efectuada por el centro Lépez Neyra (Parque Tecnolégico de Ciencias de la Salud, Granada)
mediante el método de los terminadores marcados con fluorocromos, usando el kit ABI-

PRISM® Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems®) y un
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secuenciador automatico Applied Biosystems 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied

Biosystems®).

3.3.8.7. Anélisis informéatico de las secuencias

Los datos de secuencia de ADN obtenidos fueron analizados con los programas informaticos
de libre distribucion Chromas v. 1.51 y Gene Runner v. 3.05. Para el alineamiento y la
comparacion de las secuencias de ADN de los distintos fragmentos obtenidos, se emplearon
las herramientas de biocomputacion Align (Kruskal, 1983) y WU-BLAST-n v. 2.0 (Altschul et
al.,, 1997), ambas disponibles en el servidor web del European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk). El programa Clustal X v. 1.8 (Jeanmougin et al., 1998) fue utilizado
para la generacién de alineamientos de las secuencias, empleando los parametros por
defecto. se empled el programa Mega2 (Kumar, 2001). Para el calculo de las matrices de
distancia entre las secuencias y la construccién de los arboles filogenéticos mediante el
meétodo Neighbour-Joining (Saitou and Nei, 1987), se empled el programa Mega2 (Kumar,
2001). Los arboles se calcularon tomando como criterio la no inclusién de los huecos (gaps)
del alineamiento. Los valores de confianza se calcularon mediante el método de muestreo
con reemplazamiento (Bootstrap) (Felsenstein, 1985) y los porcentajes superiores al 50%
aparecen reflejados en los arboles correspondientes. Los patrones de bandas obtenidos
mediante TGGE se analizaron con el programa Gel Comprar Il v. 4.601 (Applied Maths,
Bélgica). Se construyeron dendrogramas que relacionasen los distintos perfiles de bandas en
funcién de su similitud, aplicando el algoritmo UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic mean) y el coeficiente de Dice. Este método establece la similitud entre los perfiles
en funcion de las posiciones relativas de las bandas, pero sin tener en cuenta su densidad
(intensidad). Como método para evaluar la fiabilidad del dendograma, se utilizé el método del
coeficiente de correlacién cofenético, que expresa la consistencia de un cluster calculando la
correlacion entre similitudes del dendograma y la matriz de distancia por pares. Ademas, se
construyeron dendrogramas que relacionasen los perfiles de bandas en funcion de la
densidad (intensidad), el coeficiente de Pearson. Como método para evaluar la fiabilidad del
dendograma, se utiliz6 el método del coeficiente de correlacion cofenética, que expresa la

consistencia de un cluster calculando la correlacion entre similitudes del dendrograma vy la
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matriz de distancia por pares.

3.3.9. Andlisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos en los apartados 3.2 y 3.3 se sometieron a tratamiento
estadistico, empleando los programas Statgraphics plus 3.1. (Statistical Graphics, Corp.) y

Statistica (StatSoft, Inc.). El tratamiento consistié en:

- Andlisis de la Varianza (ANOVA) multifactorial con interaccion.

- Test de minimas diferencias significativas (MDS) entre medias y test de rango
multiple (t de Student) para determinar la influencia por separado de los factores de
variacion en los analisis multifactoriales.

- Analisis de correlacion lineal de Pearson.
Los resultados se presentan en graficas o tablas, indicando en cada caso el nimero de

repeticiones. En todos los casos, se ha calculado la MDS con un nivel de confianza del 95%
(P<0.05).
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4. Resultados

4.1 ANALISIS IN SITU DE LA DISTRIBUCION ESPACIO-TEMPORAL DEL LAS Y DE LA
MICROBIOTA CULTIVABLE TRAS VERTIDOS CONTROLADOS EN PARCELAS
EXPERIMENTALES. CINETICA DE BIOTRANSFORMACION DEL LAS EN EL SUELO

En este apartado se resumen los principales resultados derivados del seguimiento
espacial y temporal de la concentracion de LAS y de la microbiota cultivable
(microorganismos heterétrofos totales) en una parcela agricola experimental, tras la
aplicacién de vertidos controlados del surfactante. Ademas, se describe la cinética de
biotransformacion del LAS para las distintas estaciones del afio mediante ajustes de la
funcién de extinciéon del contaminante en el suelo a modelos exponenciales negativos
(Perales et al., 1999; Perales et al., 2007).

En la Figura 4.1. se representa la evolucidén espacio-temporal de la distribucién del
LAS en el suelo de la parcela experimental durante cada una de las estaciones del ano. La
concentracion inicial de LAS en el suelo, previa a la aplicacién del surfactante, estuvo
siempre comprendida entre 0.3 y 0.4 mg/kg y su distribucién vertical era uniforme. Ademas,
en todas las experiencias se vertié la misma cantidad de LAS sobre el suelo. Tras efectuar
el vertido, las mayores concentraciones del surfactante se encontraron siempre en los
estratos mas superficiales del suelo (normalmente en los primeros 10 cm). Este patrén
general resultd especialmente evidente durante la arida estacion estival, mientras que las
estaciones mas humedas (otofo, invierno y primavera) se caracterizaron por perfiles de
distribucion vertical de LAS algo menos acusados, en los cuales el surfactante profundizo
mas en el perfil edafico. El caso mas extremo fue registrado durante el invierno, estacion
caracterizada por un progresivo descenso vertical del LAS en el suelo a lo largo del periodo

de observacion.

123



4. Resultados

Profundidad (cm)

V.

Oo:omsﬁmo_o: am _.>m Q:@\_A@v

012345 200 400 200 400 0 5 10 5 10 25 5 0 25 5
0 ¢ L I L ) ) , ) )
-10 1
-20
-30
-40
oo 4 VERANO
012345 50 100 40 0 5 10 5 10 25 5 0 2.5 5
0 et . . ) ) ; . ) I ) . ; . )
-10
-20
-30
-40
-50
‘a0 J4 OTORO
012345 50 100 40 0 5 10 5 10 25 5 7510 0 25
0 et L | ! L | L 1 L L L ! L
.10 ]
-20 ]
-30 ]
40 ]
-50 4
_60 J& INVIERNO |
0123465 50 100 40 O 5 10 5 10 25 5 7510 ¢ 25 5
0 o ) , . ) L ) P
-10
-20
-30
-40
oo 1]PRIMAVERA
T2 T3 T4 T6 T7 T8 T9

Fig 4.1. Distribucién espacio-temporal del LAS a lo largo de cada uno de los experimentos de adicion controlada del surfactante
efectuados en la parcela experimental . La flecha negra vertical marca el momento en que se realizé el vertido controlado de LAS
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En todos los casos estudiados, el LAS se vio sometido a un rapido proceso de
biotransformacion. No obstante, la cinética de la desaparicion del surfactante en el suelo
presentd un marcado caracter estacional. De esta manera, la evolucion temporal de la
concentracion de LAS en el suelo siempre se pudo modelar satisfactoriamente mediante una

curva exponencial negativa (Fig. 4.2) ajustada mediante una ecuacion del tipo:
S=S,*e™!

Donde S es la concentracion de LAS en el momento t, Sy es la concentracién inicial del

surfactante en el suelo y t es el tiempo.

El coeficiente de extincion del LAS en el suelo (representado por el parametro b de la
regresion exponencial decreciente) fue distinto en las diferentes estaciones del ano (Tabla
4.1). Asi, este coeficiente alcanzé sus mayores valores durante las experiencias realizadas
en verano y primavera, fue algo inferior en otofio y registré su valor mas bajo durante el
invierno. Como resultado, la degradacion del LAS durante el verano y la primavera resulté
especialmente efectiva. En tan sélo 18 dias se habia degradado la totalidad del LAS vertido
en verano, y soOlo se necesitaron 20 dias para biotransformar el 98% del vertido en
primavera. Algo mas lenta fue la biotransformacién del surfactante en otofio cuando se
registré6 un 98% de degradacién del LAS vertido, tras 23 dias de observacién. Por ultimo,
durante el invierno se registro la tasa de biotransformacion mas lenta y sélo se elimino el

96% del LAS vertido, tras un periodo de observacion de 31 dias.

Sobre las curvas modeladas, y siguiendo las expresiones propuestas por Perales et
al. (1999) y Perales et al. (2007), se calcul6 el periodo de aclimatacién de los
microorganismos al contaminante (t1o), estimado como el tiempo necesario para obtener una
biotransformacion del 10% del LAS vertido. Igualmente, se determiné el tiempo requerido
para reducir la concentracién del LAS vertido en el suelo en un 50% (tso). El tiempo de
aclimatacion mas elevado se detectd durante la estacion invernal y el mas reducido durante
la primavera. De igual forma, ts5, alcanzd sus valores mas bajos en primavera y verano,
mientras que el valor mas elevado correspondi6 al invierno (ver Tabla 4.1).
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Fig 4.2. Cinética de la biotransformacion del LAS para cada una de las estaciones del afio

Tabla 4.1. Parametros de los modelos exponenciales negativos aplicados a la biotransformacion del
LAS en funcion del tiempo

Parametros de la regresion Parametros cinéticos (dias)
b R p tio tso
Verano 0.3454 0.98 <0.0001 0.75 1.57
Otofio 0.2738 0.99 <0.0001 0.43 2.24
Invierno 0.1558 0.99 <0.0001 1.1 4.45
Primavera 0.3175 0.99 <0.0001 0.40 1.92
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La distribucidon espacio-temporal de la microbiota edafica cultivable también se
caracterizé por una marcada heterogeneidad a lo largo de todo el periodo de estudio. De
esta manera, los microorganismos presentaron, durante todas las estaciones del afio, un
patron de distribucion segun el cual las mayores concentraciones se localizaban en las
capas mas superficiales del perfil edafico (Fig. 4.3). La variabilidad intraestacional en el perfil
de distribucién vertical de la microbiota posiblemente se relacione con el efecto de lavado y
transporte advectivo de microorganismos ejercidos por la accién de la lluvia y/o de la

aplicacion de riegos.

En términos promedio, los numeros mas altos de microorganismos heterétrofos
totales se registraron durante las estaciones calidas de primavera y verano (6.53 y 5.54 Log
UFC/g suelo, respectivamente) y menores durante otofio e invierno (5.20 y 5.30 Log UFC/g
suelo, respectivamente). El coeficiente de extincion de LAS en cada uno de los
experimentos de adicion mostré relacion con la abundancia de microorganismos en el suelo
objeto de estudio. Dicha relacion, a pesar no poder ser testada estadisticamente debido a la
escasez de datos (solo cuatro, uno por cada estacion del afio), queda puesta de manifiesto

en la Fig. 4.4.
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Fig 4.4. Relacion entre el numero de microorganismos (heterétrofos aerobios) cultivables en el
suelo objeto de estudio y el coeficiente de extincion de LAS en el mismo

4.2. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS A PARTIR DE SUELO AGRICOLA
ADICIONADO DE LAS

Tras realizar la fase de enriquecimiento, se procedio al aislamiento y caracterizacion
de microorganismos a partir de muestras de suelo adicionadas de distintas concentraciones
de surfactante (10 y 500 mg/I LAS).

4.2.1. Aislamiento y caracterizacion de microorganismos a partir de suelo adicionado
con 10 mg/l de LAS

El enriquecimiento de las muestras de suelo adicionadas de 10 mg/l permitié el
aislamiento de 9 colonias bacterianas, caracterizadas como representativas de los distintos

tipos coloniales dominantes.
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En primer lugar, las 9 cepas seleccionadas (LAS01 a LAS09) fueron diferenciadas

segun su morfologia y pigmentacién colonial tal y como se detalla en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Caracteristicas coloniales de las cepas aisladas (grande > 3 mm; pequefia < 3 mm)

CEPA MORFOLOGIA COLONIAL PIGMENTACION
LASO1 Pequefia y estrellada Azulado
LAS02 Grande y aterciopelada Blanco

LAS 03 Grande y estrellada Blanco
LAS04 Grande, redonda y cremosa Blanco
LASO05 Pequena, irregular y con un halo Ambar
LAS06 Pequefia y redonda Ambar
LASO7 Pequefa y redonda Transparente
LAS08 Pequefia y redonda Amairillo palido
LAS09 Grande y redonda Blanca

4.2.2. Aislamiento y caracterizacion de microorganismos a partir de suelo adicionado
con 500 mg/l de LAS

Del enriquecimiento de las muestras de suelo adicionadas con 500 mg/l de LAS se
aislaron 10 colonias bacterianas (caracterizadas como representativas del uUnico tipo
colonial), con idéntica morfologia y pigmentacion. A estas colonias se le realizaron una serie
de pruebas (microscoépicas, morfolégicas, bioquimicas y fisiolégicas) que permitieran su
ubicacion taxondmica. Los resultados obtenidos para cada una de las cepas resultaron ser

idénticos y se resumen en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y fisiolégicas, determinadas a las
cepas bacterianas aisladas de un suelo agricola adicionado de 500 mg/l de LAS

PRUEBA RESULTADO
Morfologia Bacilo
Gram -
Movilidad +
Catalasa +
Oxidasa -
Desnitrificacion -
Crecimiento Anaerobia facultativa
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A continuacién, a cada una de estas cepas se le aplicd un estudio bioquimico mas
especifico basado en el sistema miniaturizado API 20 E descrito en el apartado de Material y
Métodos. Los resultados de esta prueba volvieron a coincidir en todas las cepas. De esta
manera, se obtuvieron resultados positivos para las pruebas bioquimicas B- galactosidasa,
lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, utilizacién del citrato, produccion de acetoina,
produccion de NO, reduccion a gas N, y fermentacion de los siguientes azucares: glucosa,
manitol, inositol, ramnosa, sacarosa, melibiosa, arabinosa y amigdalina. Sin embargo, los
resultados obtenidos para las pruebas bioquimicas arginina, produccion de H,S, ureasa,
triptofano desaminasa, produccién de indol y fermentacion del azucar gelatinasa resultaron

negativos.

Con los resultados obtenidos se procedié a la clasificacion taxondmica de las cepas
escogidas, utilizando para ello el catalogo API 20E vy las claves identificativas recogidas en
el Manual Bergey’s of Determinative Bacteriology. Como conclusién, se determiné que todas

las cepas estudiadas se identificaban con Enterobacter aerogenes.

4.2.3. Identificacion genética de microorganismos

Con objeto de poder identificar a nivel de especie las distintas cepas aisladas desde
los suelos adicionados con 10 y 500 mg/l de LAS se procedié al andlisis genético de la
secuencia del ADN que codifica para el ARN ribosomico 16S. Esta técnica es hoy dia
reconocida como de enorme importancia en el estudio de las interrelaciones filogenéticas
entre los microorganismos. De hecho, el andlisis de esta regién especialmente diversa, ha
conducido a importantes revisiones de la taxonomia y sistematica de las bacterias, asi como
a la introduccion de nuevos géneros y especies (Vinuesa et al.,, 1998). En el caso del
aislamiento tras el enriquecimiento con 10 mg/l de LAS se identificaron genéticamente los 9
tipos coloniales seleccionados. Por su parte, en el caso del aislamiento tras el
enriquecimiento con 500 mg/l de LAS, de las 10 cepas idénticas aisladas se procedi6 a la

identificacion genética de una de ellas escogida al azar.
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Tras la amplificacion por PCR vy la purificacion de los fragmentos de ADN
correspondientes al gen que codifica para el ARNr 16S de cada una de las cepas, se
procedié a su secuenciacion parcial. Con la estrategia empleada, se obtuvo una secuencia
de en torno a 650-700 nt en todos los casos, que abarca las regiones hipervariables V1, V2
y V3 (Neefs et al., 1990). La comparacion de dichas secuencias parciales con las
depositadas en las bases de datos se efectué mediante el programa informatico BLASTn, y

permitié establecer su afiliacion taxonémica mas probable.

Los resultados obtenidos en la identificacion de la totalidad de las cepas aisladas en

presencia de 10 y 500 mg/l de LAS se muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Afiliacion taxonémica mas probable de las cepas aisladas en presencia de 10 y 500mg/l de
LAS, basada en la comparacién de la secuencia parcial del gen codificante del ARN ribosémico 16S
con secuencias depositadas en las bases de datos

Afiliacion taxondémica mas

Cepa, aislamiento (10 6 500 Microorganismo descrito con

probable S
mg/l de LAS) y N° de acceso % identidad mayor similitud
Gamma-
LASO1 (10 mg/l) Proteobacteria/Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa
AB117953 99.86
LASO02 (10 mg/l) Firmicutes/Bacillaceae Bacillus cereus cepa
AY138274 99,7 2000031498
LASO03 (10 mg/l) Firmicutes/Bacillaceae Bacillus cereus cepa
AY138274 98,8 2000031498
LAS04 (10 mg/l) Gamma- Acinetobacter sp. cepa CC-RR1-
Proteobacteria/Moraxellaceae ;
AY315430 52
99,4
Gamma-
LASA(‘)J?M(;(?);gg/I) proteobacteria/Pseudomonadaceae Pseudomonas sp. AB131*
99,6
LASO06 (10 mg/l) Firmicutes/Staphyllococcaceae Beta- Staphylococcus
AF270147 100 epidermidis cepa SR1
LAS07 10 mg/l) Protobacteria/Comamonadaceae . .
AY302438 99.9 Delftia tsuharatensis cepa HR4
LASO08 (10 mg/l) Firmicutes/Staphyllococcaceae Staphylococcus epidermidis
AF270147 99,4 cepa SR1
Gamma-
LAS09 (500 mg/i) Proteobacteria/Enterobacteriaceae Enterobacter sp. Cepa B901-2
AB114268 995

*esta secuencia figura en la base de datos EMBL como correspondiente a Pseudomonas boreales,

que no es un nombre taxonémicamente validado.
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4.2.4. Arbol filogenético de las cepas aisladas en los ensayos de enriquecimiento

Una vez secuenciadas e identificadas las cepas aisladas en los ensayos de
enriquecimiento de las muestras de suelo adicionadas con LAS se procedio a la elaboracién

de un arbol filogenético (ver Fig. 4.5) a partir de un alineamiento multiple de las mismas,

aplicando el método Neighbour-Joining.

571 LAS05
100 F Pseudomonas sp. AJ012712
99 Pseudomonas syryngae AB001447
|— LASO1
99 100 Pseudomonas aeruginosa AB117953

71— LAS04
|-rAcinetobacter sp. AY315430
70
100 u Acinetobacter calcoaceticus AJ888983

921 Acinetobacter baumanii AY847284

r LAS09
100l Enterobacter sp. AB114268

Delftia tsuruhatensis AY 302438
Delftia sp. DQ140182

100 LASO7

Comamonas sp. AY965248

Staphylococcus epidermidis AF270147
LAS08
LAS06
100 LAS02
700 LASO03
67| Bacillus cereus AY138274
60/ Bacillus anthracis AY138291

100

A
0.02

Fig 4.5. Arbol filogenético Neighbour-Joining de las cepas estudiadas. La barra indica un 2% de
divergencia estimada. Los numeros junto a las ramas indican el valor de bootstrap cuando éste fue

superior al 50%
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4.2.5. Curvas de crecimiento en medio de dializado de suelo

Se realizaron curvas de crecimiento en medio de dializado de suelo para cada una
de las 9 cepas seleccionadas en los distintos ensayos realizados (10 y 500 mg/l de LAS).
Estos estudios se llevaron a cabo a 30°C durante 48 horas bajo condiciones de aerobiosis,
con agitacion de 100 r.p.m. Los experimentos se realizaron tanto en medio de dializado de
suelo adicionado de 50 mg/l de LAS como en un medio control de dializado de suelo sin

LAS. Los resultados obtenidos se detallan en las Figuras 4.6 a 4.14.

Pseudomonas aeruginosa (LAS01)

1 T MDSs (0.05)
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2
s 7 —=a
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—e— SINLAS —s— CONLAS ‘

Fig 4.6. Curva de crecimiento de la cepa Pseudomonas aeruginosa LAS01 en medio de
dializado de suelo, adicionado de 50m/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima
Diferencia Significativa (p<0.05)
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Bacillus cereus (LAS02)
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Fig 4.7. Curva de crecimiento de la cepa Bacillus cereus LAS02 en medio de dializado
de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS.

MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

Bacillus cereus (LAS03)
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Fig 4.8. Curva de crecimiento de la cepa Bacillus cereus LAS03 en medio de dializado
de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS.

MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)
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Acinetobacter sp. (LAS04)
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Fig 4.9. Curva de crecimiento de la cepa Acinetobacter sp. LAS04 en medio de dializado de
suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS.

MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

Pseudomonas sp. (LAS05)
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Fig 4.10. Curva de crecimiento de la cepa Pseudomonas sp. LAS05 en medio de dializado
de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS.

MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)
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Staphylococcus epidermidis (LAS06)
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Fig 4.11. Curva de crecimiento de la cepa Staphylococcus epidermidis LAS06 en medio
de dializado de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima
Diferencia Significativa (p<0.05).

Delftia tsuruhatensis (LASQ7)
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Fig 4.12. Curva de crecimiento de la cepa Delftia tsuharatensis LAS07 en medio de
dializado de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS.
MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05).

137



4. Resultados

Staphylococcus epidermidis (LAS08)
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Fig 4.13. Curva de crecimiento de la cepa Staphylococcus epidermidis LAS08 en medio

de dializado de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima
Diferencia Significativa (p<0.05)

Enterobacter aerogenes (LAS09)
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Fig 4.14. Curva de crecimiento de la cepa Enterobacter aerogenes LAS09 en medio de

dializado de suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima
Diferencia Significativa (p<0.05)
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Los resultados obtenidos en nuestros nuestros experimentos pusieron de manifiesto

tres posibles respuestas de las distintas cepas bacterianas frente a la presencia de LAS:

a)

En el caso de las cepas Acinetobacter sp. LAS04 y Staphylococcus epidermidis
LAS06 no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el
crecimiento de los cultivos en medios adicionados de 50 mg/l de LAS vy el
crecimiento de las mismas en medios sin surfactante (considerados como control,
Fig. 4.9 y 4.11). Por su parte, la cepa Staphylococcus epidermidis LAS08 (Fig.
4.13) presentdé un ligero aunque estadisticamente significativo incremento
poblacional en ausencia de LAS una vez transcurridas 24 horas de observacion.
Por lo que podemos concluir que estas cepas no son afectadas (o lo son muy

ligeramente) por el surfactante a las concentraciones estudiadas.

Por el contrario, en el caso de la cepa Pseudomonas aeruginosa LAS01 y, sobre
todo, las cepas y Bacillus cereus LAS02 y Bacillus cereus LAS03 , la presencia
de 50 mg/l de LAS resulté fuertemente toxica para las poblaciones bacterianas
(Fig. 6, 7 y 8).

c) Por ultimo, las cepas Pseudomonas sp. LAS05, Delftia tsuharatensis LASO07 y

Enterobacter aerogenes LAS09 mostraron un incremento estadisticamente
significativo de su crecimiento en presencia de 50 mg/l de LAS, en relacion al

registrado en el medio control (Fig. 4.10y 4.12 y 4.14).

4.2.5.1. Crecimiento de Pseudomonas sp. LASO05, Delftia tsuruhatensis LASO7 y

Enterobacter aerogenes LAS09 en medio de dializado de suelo adicionado de 50 mg/I
de LAS incubado a 30°C durante 10 dias

Al objeto de confirmar el efecto del LAS sobre la microbiota de suelos agricolas, se

disefid un nuevo experimento utilizando también medios de dializado de suelo (cuya

formulacion se ha descrito previamente en el Capitulo de Material y Métodos), adicionados

de 50 mg/l de LAS e inoculados con las cepas que mostraron el mejor crecimiento en el
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mismo medio incubadas durante cortos periodos de tiempo, esto es, las cepas LASO05,
LASO7 y LASOQ9 identificadas como Pseudomonas sp., Delftia tsuharatensis y Enterobacter
aerogenes, respectivamente.

Los cultivos (medios de dializado de suelo e inoculados con las cepas seleccionadas)
se incubaron con 50 mg/l de LAS, a 30°C en condiciones aerdbicas con agitacion de 100

r.p.m. durante un tiempo de 10 dias.

La Figura 4.15. representa el crecimiento de Pseudomonas sp. LASO05 bajo las
condiciones anteriormente mencionadas. Como se puede comprobar, la presencia de 50
mg/l de LAS en el medio de dializado de suelo incrementdé de forma significativa el

crecimiento de este microorganismo una vez transcurridas 24 horas de incubacion.

Pseudomonas sp. (LAS05)

| T MDS (0.05)

log UFC/ml

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo de Incubacién (d)

—e—SINLAS —=— CONLAS ‘

Fig 4.15. Curva de crecimiento de Pseudomonas sp. LAS05 en medio de dializado de suelo,
adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS.
MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

El crecimiento de Delftia tsuharatensis LAS07 bajo las condiciones arriba mencionadas
queda descrito en la Figura 4.16. En este caso, la presencia de 50 mg/l de LAS en el medio
incrementa significativamente el crecimiento de este microorganismo, tendencia que se
mantiene durante todo el tiempo de incubacién.
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Delftia tsuruhatensis (LASQ07)
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Fig 4.16. Curva de crecimiento de Delftia tsuharatensis LAS07 en medio de dializado de

suelo, adicionado de 50 mg/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa
(p<0.05)

Por su parte, la presencia de 50 mg/l de LAS en el medio incrementé ligeramente el

crecimiento de Enterobacter aerogenes LAS09 tras 48 horas de incubacion (Fig. 4.17).

Enterobacter aerogenes (LAS09)
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Fig 4.17. Curva de crecimiento de Enterobacter aerogenes LAS09 en medio de

dializado de suelo, adicionado de 50 mg/ de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima
Diferencia Significativa (p<0.05)
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Los resultados obtenidos confirman que las tres cepas seleccionadas, en especial
Delftia tsuharatensis LASO07, ven favorecido su crecimiento en medio de dializado de suelo

en presencia de 50 mg/l de LAS, en comparacién con el medio control carente de LAS.

4.2.5.2. Estudio de biotransformacion de LAS por Pseudomonas sp. LASO05, Delftia
tsuharatensis LASO7 y Enterobacter aerogenes LAS09

Para poder comprobar la posible biotransformacion de LAS por las cepas de
Pseudomonas sp. LASO05, Delftia tsuharatensis LAS0O7 y Enterobacter aerogenes LASQ9, se
llevaron a cabo una serie de experimentos encaminados a la cuantificacién de la evolucién
temporal del tensioactivo en medios de dializado de suelo adicionados con 50 mg/l de LAS e
inoculados con cada una de las cepas mencionadas. En estos experimentos se incluyeron
distintos controles de manera que permitieran garantizar que una disminucion de la
concentracion de LAS estuviera inequivocamente relacionada con la capacidad
biodegradadora por parte de las cepas utilizadas. En este sentido, se demostrd que el LAS a
concentraciones de 50 mg/l en agua destilada no sufria ninguna modificacion en su
concentracién tras periodos de incubacién de 10 dias a la temperatura de 30°C y agitacion
continia a 100 r.p.m. Este control se consider6 como control de la degradacion “no

bioldgica” del surfactante.

Ademas del mencionado control, se incluyeron en nuestro estudio medios de
dializado inoculados con suspensiones bacterianas muertas por calor, medios de dializado

sin inocular y medios de dializado inoculados con suspensiones bacterianas vivas.

En todos los casos, la posible degradacién de LAS se establecié en los
sobrenadantes de los cultivos mediante la técnica de HPLC, siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo correspondiente a Material y Métodos. Los resultados de estas

experiencias se detallan en las Figuras 4.18, 4.19 y 4.20.
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Pseudomonas sp. (LAS05)
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Fig 4.18. Concentracion de LAS (mg/l) detectada en medios de dializado de suelo
inoculados con Pseudomonas sp. LAS05 (barra bgris), Pseudomonas sp. LAS05
muerta por calor (barra blanca) y en medio sin inocular (barra negra). MDS (0.05)=
Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

Delftia tsuharatensis (LAS07)
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Fig 4.19. Concentracion de LAS (mg/l) detectada en medios de dializado de suelo
inoculados con Delftia tsuharatensis LAS07 (barra gris), Delftia tsuhharatensis LAS07
muerta por calor (barra blanca) y en medio sin inocular (barra negra). MDS (0.05)=
Minima Diferencia Significativa (p<0.05)
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Enterobacter aerogenes (LAS09)
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Fig 4.20. Concentracion de LAS (mg/l) detectada en medios de dializado de suelo
inoculados con Enterobacter aerogenes LAS09 (barra gris), Enterobacter aerogenes
LAS09 muerta por calor (barra blanca) y en medio sin inocular (barra negra). MDS
(0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

Los resultados obtenidos en estas experiencias (Figura 4.18, 4.19 y 4.20)
demuestran que la concentracion de LAS en los medios de cultivo disminuye en funcion del
tiempo con independencia del crecimiento bacteriano, su viabilidad o la presencia de células
en los sistemas. Asi, tras diez dias de incubacion, la concentracion de LAS en la
experiencias con Pseudomonas sp. LASO05, Delftia tsuharatensis LASO7 y Enterobacter
aerogenes LASO09 alcanza valores proximos a los 20 mg/l. Sin embargo, resultados
analogos se obtienen en sistemas controles tanto inoculados con células muertas como no
inoculados. Ello parece indicar, en consonancia con todos los resultados hasta ahora
expuestos, que la disminuciéon de LAS en los medios de dializado de suelo no resulta
consecuencia directa de la actividad biolégica de las cepas ensayadas ni de procesos de
bioeliminacién pasiva de las células bacterianas. Podriamos sugerir, desde un enfoque
meramente fisico, que la disminucién en la concentracion de LAS podria estar relacionada
con un proceso de adsorcion que puede tener su origen en la propia presencia de suelo

contenido en las membranas de dialisis.
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No obstante, parece contradictorio que Pseudomonas sp. LAS05, Delftia
tsuharatensis LASO7 y Enterobacter aerogenes LAS09, pese a no degradar LAS, se
estimulen en su crecimiento con la presencia de este tensioactivo tal y como se ha expuesto
en el apartado 4.2.5.1. Es por ello que, para poder explicar este interesante efecto, hemos
estudiado el posible impacto de la presencia de LAS sobre la disponibilidad de nutrientes en
los medios de dializado de suelo. Estos experimentos se describen en detalle en los

siguientes apartados.

4.2.6. Efecto de la adicion de LAS sobre la disponibilidad de nutrientes en los medios

de dializado de suelo

Tras observar un incremento en el crecimiento de los microorganismos
Pseudomonas sp. LAS05, Delftia tsuharatensis LAS07, Enterobacter aerogenes LAS09 en el
medio de dializado de suelo en presencia de 50 mg/l LAS, y comprobar que el crecimiento
de las cepas no se debia a la utilizacion de LAS como fuente de carbono, se procedio a la
determinacion de nutrientes en el medio de dializado de suelo (en presencia y en ausencia

de LAS) con el objeto de poder determinar el motivo del crecimiento de las cepas.

4.2.6.1. Determinacion de nitr6geno total

Para poder establecer si la adicién del surfactante a la concentracion de 50 mg/I
ejerce algun efecto sobre la concentracion de compuestos nitrogenados en los medios de
cultivo utilizados en nuestras experiencias, se incubaron medios de dializado de suelo
adicionado de LAS a temperatura de 30°C y agitacion de 100 r.p.m. durante 72h.
Transcurridas 24, 48 y 72 h de incubacién se determind la concentracion de nitrégeno total
indicandose dichos resultados en la Figura 4.21. Medios de dializado de suelo sin inocular

fueron utilizados como controles.
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Nitrégeno Total
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Fig 4.21. Concentracién de nitrégeno total en medio de dializado de suelo, adicionado
con 50 mg/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

Los resultados obtenidos indican que la presencia de LAS en los medios de dializado
de suelo no determina un incremento significativo en la concentracién de compuestos
nitrogenados organicos e inorganicos disponibles para los microorganismos, lo cual sugiere
que estas sustancias tensioactivas no provocan cambios significativos en relacion a este tipo

de nutrientes.
4.2.6.2. Determinacién de fosfatos

Al igual que en el caso de la determinacion de la concentracion total de nitrégeno, la
determinacion de la concentracion total de fosfatos se realizd6 en medios de dializado de

suelo adicionados de 50 mg/l y en medios control sin adicionar LAS. Los resultados de estas

experiencias se muestran en la Figura 4.22.
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Fig 4.22. Concentraciéon de fosfatos en medios de dializado de suelo, suplementado
con 50 mg/l de LAS o sin LAS. MDS (0.05)= Minima Diferencia Significativa (p<0.05)

Los datos mostrados en la Figura 4.22 revelan un incremento ligero pero significativo
en la concentracion de fosfatos en los medios de dializado de suelo como consecuencia de
la adicion de 50 mg/l de LAS. Este hecho podria posibilitar una mayor disponibilidad de
fosfatos para aquellos microorganismos que, como los aislados en nuestro estudio, son

capaces de tolerar altas concentraciones del compuesto tensioactivo.
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4.3 ESTUDIOS DE BIOTRANSFORMACION E IMPACTO DEL LAS MEDIANTE EL
EMPLEO DE MICROCOSMOS EDAFICOS

En este apartado se muestran los distintos resultados derivados del empleo de
microcosmos edaficos controlados para el estudio de los procesos de biotransformacion e

impacto del LAS sobre la microbiota edafica presente en el suelo.

Tal y como se indicé en el apartado de Material y Métodos fueron disefiados tres
tipos de microcosmos edaficos: Un microcosmos autoclavado (A) a través del cual se hizo
pasar agua adicionada de las concentraciones de LAS estudiadas (10 y 50 mg/l), un
microcosmos no esterilizado (B), a través del cual se hizo pasar agua adicionada de las
distintas concentraciones de LAS estudiadas (10 y 50 mg/l) y un microcosmos no

esterilizado (C), a través del cual se hizo pasar agua sin LAS (control).

Sobre cada uno de los microcosmos edaficos disefiados (A, B y C) se llevaron a

cabo una serie de ensayos encaminados a determinar:

1) El tiempo necesario de tratamiento de los microcosmos con el influente
adicionado de LAS para detectar la presencia del mismo en el efluente de salida.

2) La evolucién de la concentracion de LAS en los microcosmos a lo largo del
periodo de estudio.

3) Los patrones espacio-temporales caracteristicos de la microbiota cultivable
presente en el suelo de estudio, las actividades enzimaticas y los perfiles de biodiversidad

microbiana generados mediante técnicas independientes del cultivo

Para dar cumplimiento a los objetivos 2) y 3) se establecieron tiempos de apertura

secuenciales de los microcosmos en base a los resultados obtenidos en el ensayo 1).
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4.3.1 Ensayo 1. Determinacién del tiempo necesario de tratamiento de los
microcosmos con el influente adicionado de LAS para detectar la presencia del

mismo en el efluente de salida

En este ensayo se cuantificd el tiempo de tratamiento de los distintos microcosmos
edaficos necesario para poder detectar la presencia de LAS en el efluente de salida. El
experimento completo se llevd a cabo bajo dos concentraciones de LAS distintas

adicionadas en el influente: 10 mg/l y 50 mg/l.

Como ya quedod expuesto en el apartado de Material y Métodos, en el caso del
ensayo realizado con 10 mg/l de LAS fueron necesarios 21 dias de funcionamiento para
detectar la presencia del xenobidtico (homodlogo C10) en el efluente de salida del
microcosmos esterilizado (A). Por otra parte, este periodo resulté insuficiente para detectar
LAS en los efluentes de los microcosmos B y C. En el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS,
transcurridos 7 dias se detectdé LAS (homdlogo C10) por vez primera en el microcosmos
estéril (A). Al igual que sucediera en el ensayo con 10 mg/l de LAS, en todo este periodo no
fue detectada su salida desde los microcosmos B y C. La Figura 4.23 muestra un
cromatograma correspondiente a la salida del primer homologo del LAS (C10) en el efluente

de los microcosmos A (10 y 50 mg/I de LAS).
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Fig 4.23. Cromatograma correspondiente a la salida del primer homélogo del LAS (C10)
en el efluente de los microcosmos A.
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4.3.2. Ensayo 2. Evolucién de la concentracién de LAS en los microcosmos a lo largo

del periodo de estudio

Una vez extraidas las muestras de suelo contenidas en las columnas de vidrio (dos
muestras por columna, correspondientes a la zona superior, ZS, y zona inferior, ZI) se
procedié a la cuantificacion mediante HPLC de la concentracién de LAS presente en cada
una de ellas a lo largo del periodo de estudio (ver Material y Métodos para mas detalle

sobre el procedimiento utilizado).
En las Figuras 4.24 y 4.25 se representa la evolucién de la concentracion de LAS en

cada una de las muestras de suelo correspondientes a los microcosmos A y B bajo la

influencia de influentes de 10 mg/l y 50 mg/l de LAS, respectivamente.
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Fig 4.24. Concentraciones de LAS detectadas
20 - en la zona superior (ZS) e inferior (ZI) en los

microcosmos A y B tratados con un influente

0 A & —A 1 adicionado de 10 mg/l de LAS. La linea verde
7 14 21 indica el LAS adicionado (mg/kg suelo) durante
80 - el tiempo completo de tratamiento.
MICROCOSMOS B
60 -
<
S 40
e
20 ~
0 7*‘4—&‘.
7 14 21
Dias
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En ambos ensayos se aprecid6 una tendencia temporal diferenciada en las
concentraciones de LAS de los microcosmos autoclavados (A) y aquellos sin autoclavar (B).
Bajo condiciones abidticas, el surfactante se acumulé de forma progresiva en el suelo, de
forma notablemente mas intensa en las capas superiores. Por el contrario, en los
microcosmos tipo B se registrd una disminucién progresiva de la concentracion de LAS,

también mas acusada en la zona superior del suelo.
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4.3.3. Estudio de la microbiota cultivable, actividad enzimatica y perfiles de

biodiversidad en microcosmos experimentales

El siguiente paso en nuestra investigacion consistié en el analisis de la evolucién
temporal de la microbiota cultivable, de las actividades enzimaticas y los perfiles de

biodiversidad microbiana generados mediante técnicas independientes del cultivo.

Las muestras de suelo estudiadas procedian de la zona superior (ZS) e inferior (ZI)
de los microcosmos edaficos B y C, y los muestreos se realizaron transcurridos 7, 14 y 21
dias desde el inicio del ensayo con 10 mg/l de LAS y a los 3, 7 y 21 dias en el caso del

ensayo con 50 mg/l de LAS.

4.3.3.1. Recuento de microorganismos cultivables

Con el objetivo de poder establecer el efecto del LAS sobre el crecimiento de la
microbiota cultivable (microorganismos heterétrofos aerobios mesdéfilos) en las muestras de
suelo de los microcosmos se realizaron recuentos en placa en dos medios de cultivo
diferentes: TSA diluido al 10% y en medio de Burk’s con NH,".

Previamente, se llevd a cabo el recuento de microorganismos cultivables una vez
recolectado el suelo problema de la parcela experimental y previamente a su introduccion en
las columnas de vidrio. Estos datos fueron considerados como el “tiempo 0 (T0)” comun a

los dos ensayos.
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4.3.3.1.1. Recuento de microorganismos cultivables bajo el efecto de un influente adicionado
de 10 mg/l de LAS

Seguidamente, se muestra el recuento de microorganismos cultivables (expresado
como logaritmo del numero de unidades formadoras de colonias /g de suelo seco, log
UFC/g) correspondiente a las muestras de suelo de la zona superior e inferior de los

microcosmos B y C, bajo el efecto de un influente constante adicionado de 10 mg/l de LAS.

En los recuentos realizados en medio TSA (10%) (Fig. 4.26) se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los dos tratamientos (con LAS y sin LAS) en
la zona superior del microcosmos una vez transcurridos 14 dias de tratamiento. Por el
contrario, la presencia del surfactante no indujo ningin cambio de la microbiota en la zona

inferior de la columna edéafica.
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Los resultados obtenidos en el medio de Burk’s (Fig. 4.27) no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la zona superior e inferior del microcosmos transcurridos

los tiempos de tratamiento.
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4.3.3.1.2. Recuento de microorganismos cultivables bajo el efecto de un influente adicionado
de 50 mg/l de LAS

Con el objetivo de evaluar el impacto de una concentracién superior de LAS sobre la
microbiota edafica, se repitid el ensayo previamente descrito utilizando en este caso, un
influente adicionado de una mayor concentracién LAS (50 mg/l). Bajo estas condiciones, la
evolucion del recuento de microorganismos cultivables en medio TSA diluido al 10% en la

zona superior e inferior de los microcosmos B y C se muestra en la Figura 4.28.
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En este ensayo, las diferencias entre tratamientos resultaron mas marcadas que en
el anterior, especialmente en la zona superior de la columna, donde resultaron
estadisticamente significativas desde el tercer dia de observacion. Este efecto fue mas
suave en la zona inferior del microcosmos, donde se alcanzaron ligeras diferencias

significativas entre tratamientos a partir del décimo octavo dia de estudio. Ademas, se
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aprecia un incremento en el numero de microorganismos cultivables respecto al ensayo
realizado con 10 mg/l de LAS, especialmente relevante en la zona superior del

Mmicrocosmos.

Por ultimo, se analizé la evolucién los microorganismos cultivables en medio de

Burk’s en los microcosmos B y C adicionados de 50 mg/l de LAS. (Fig. 4.29).
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Al igual que ocurriera en el ensayo con 10 mg/l de LAS, las diferencias encontradas
entre los recuentos microbianos en medio Burk’s correspondientes a los tratamientos con
LAS y sin LAS fueron inferiores a las registradas cuando se utilizaba TSA (10%) como

medio de cultivo.
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Igualmente, las diferencias entre tratamientos fueron mas importantes en la zona
superior del microcosmos que en la inferior, donde no llegaron a ser estadisticamente
significativas. Ademas, se necesité un tiempo mayor de observacion (7-9 dias) para detectar

estas diferencias en la zona superior.

Como ya revelaron los recuentos en medio TSA (10%), el recuento de
microorganismos cultivables en medio Burk’s correspondiente al microcosmos sometido a
un influente de 50 mg/l de LAS fue superior a la registrada durante el ensayo con 10 mg/l de
LAS.

4.3.3.2. Actividades enziméticas en las muestras de suelo contenidas en los
microcosmos

A continuacién se detallan los resultados obtenidos tras analizar el efecto de las
distintas concentraciones de LAS aplicadas a los microcosmos (10 mg/l y 50 mg/l) sobre las
actividades enzimaticas del suelo (fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, arilsulfatasa y

deshidrogenasa).

Como paso previo a la ejecucion de estos ensayos, se llevd a cabo la determinacion
de estas actividades una vez recolectado el suelo problema de la parcela experimental y
previamente a su introduccion en las columnas de vidrio. Estos datos fueron considerados

como el “tiempo 0 (TO)” comun a los dos ensayos.

Como norma general, las actividades enzimaticas medidas siguieron una evolucion
espacio-temporal paralela al recuento de microorganismos cultivables descrito en el
apartado anterior, con maximas actividades registradas coincidiendo con la deteccién de los
numeros mas altos de microorganismos viables en el suelo tratado y siempre mayores en
las capas superficiales de los microcosmos respecto a las mas profundas. Sin embargo, en
el caso de la actividad enzimatica deshidrogenasa se encontré un patron de evolucién
opuesto al del recuento de microganismos cultivables, y las diferencias entre tratamientos no

resultaron estadisticamente significativas.
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4.3.3.2.1. Determinacién de actividades enzimaticas bajo el efecto de un influente
adicionado de 10 mg/l de LAS

Bajo el efecto de un influente adicionado de 10 mg/l de LAS la actividad enzimatica
fosfatasa acida (Fig. 4.30) presentd un patron similar (correlacionado) al del recuento de
microorganismos, con maximos valores registrados a los 14 dias de observacidn, mas
elevados en la zona superior del microcosmos que en la inferior. No obstante, por lo general

las diferencias entre tratamientos no fueron estadisticamente significativas en ninguno de los
momentos de estudio.
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En el caso de la actividad enzimatica fosfatasa alcalina (Fig. 4.31) tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con LAS y sin LAS. La evolucion

espacio-temporal de esta actividad en la columna de suelo se ajusto ligeramente al patrén
del recuento de microorganismos cultivables.
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Por el contrario, la actividad enzimatica arilsulfatasa (Fig. 4.32) mostré diferencias
mas acusadas entre los distintos tratamientos. Asi, los valores de esta actividad fueron
superiores en el microcosmos afectado por la entrada de LAS desde el dia 7 de observacion
en la zona superior y desde el 14 en la inferior. Una vez mas, el patrén de evolucién espacial
y temporal de esta actividad enzimatica fue paralelo y sincréonico al del recuento de

microorgnismos cultivables.
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Finalmente, los valores correspondientes la actividad enzimatica deshidrogenasa
(Fig. 4.33) no mostraron diferencias significativas entre tratamientos y su patron de
evolucién espacio-temporal resultd inverso a la evolucion de los recuentos de

microorganismos cultivables.
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4.3.3.2.2. Determinacién de actividades enzimaticas bajo el efecto de un influente
adicionado de 50 mg/l de LAS

Como norma general, los valores de las actividades enzimaticas registradas en el
ensayo con 50 mg/l de LAS fueron siempre superiores a los correspondientes al ensayo con
10 mg/l. Ademas, la evolucion espacial y temporal de las distintas actividades medidas se
caracterizdé por un patrén mas elevado respecto a aquellos descritos para el tratamiento con
10 mg/l de LAS. De esta manera, se encontraron maximos de actividad enzimatica mas
tempranos e intensos y los valores en las capas profundas aumentaron de forma
considerable.

Por ofra parte, las diferencias entre tratamientos fueron siempre mas marcadas y
estadisticamente significativas en este nuevo ensayo, registrandose los mayores valores de
actividad bajo el efecto del influente adicionado de LAS. La actividad enzimatica
deshidrogenasa constituy6 la Unica excepcion a este patron general. La actividad fosfatasa
acida (Fig. 4.34) fue significativamente superior en los microcosmos afectados por LAS y se
caracterizo por una evolucién sincrénica al del recuento de microorganismos cultivables (ver
Fig. 4.28), con un importante maximo en el dia 3 de observacion. El patron fue similar en la
zona superficial y en la profunda del microcosmos, aunque en esta ultima los valores fueran

mas reducidos y las diferencias menores.
Por el contrario, la actividad enzimatica fosfatasa alcalina mostré diferencias entre

tratamientos menos marcadas que en el caso de la actividad fosfatasa acida y generalmente

no fueron estadisticamente significativas (Fig. 4.35).
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Por su parte, la actividad enzimatica arilsulfatasa (Fig. 4.36) presentd importantes
diferencias entre tratamientos. El maximo valor de esta actividad se registré durante el tercer
dia de observacion y en la zona superficial de la columna, de forma similar a la evolucion

espacial y temporal descrita para el recuento de microorganismos cultivables durante este
mismo ensayo.
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Por dltimo, una vez mas la actividad enzimatica deshidrogenasa se caracterizd por
un patrén de evolucion espacio-temporal ligeramente opuesto al de los recuentos de
microorganismos cultivables. Las diferencias encontradas entre los valores de la actividad
deshidrogenasa para los distintos tratamientos a lo largo del tiempo de estudio no fueron
estadisticamente significativas (Fig. 4.37).

164



4. Resultados

s 100 -

VAS) B T MDS (0.05)
E 80+ 1
G o 60 -
o
2 40 - Fig 4.37. Determinacion de la actividad enzimatica
o deshidrogenasa correspondientes a las muestras
g 20 - de suelo procedentes de los microcosmos C (sin
3.

0 LAS) y B, bajo el efecto de un influente constante
adicionado de 50 mg/l de LAS, en la zona superior
(ZS) e inferior (ZI). MDS (0.05)= Distanciga minima

yd)) %5 I MDS (0.05) estadisticamente significativa (p<0,05)

§ 80
o h 60 -
o F
gg 40
o
k<) 20 ~
2

0 _

0 3 14 21
Dias

B CONLAS m SINLAS

4.3.3.2.3. Andlisis estadistico de correlacién lineal entre los recuentos de microorganismos

cultivables y las actividad enzimaticas en los distintos ensayos realizados

Finalmente, con el objetivo de sintetizar la informacién expuesta y de validar
estadisticamente para cada tratamiento las relaciones encontradas entre los recuentos de
microorganismos cultivables (tanto en medio TSA 10% como en medio de Burk’s) y los
valores correspondientes a las diferentes actividades enzimaticas, se llevd a cabo un
analisis de correlacion lineal, cuyos resultados se muestran en la Tabla 4.5. Como se
desprende de esta informacion, existe una relacion positiva y estadisticamente significativa
entre la numero de microorganismos cultivables y las actividades enzimaticas fosfatasa y
arilsulfatasa, tanto en los tratamientos con influentes de 10 mg/l de LAS como de 50 mg/I de
LAS. Estas correlaciones mostraron siempre mayores valores del coeficiente de correlacion
de Pearson en la zona superior de los microcosmos edaficos que en la inferior. Por su parte,

la correlacion entre los recuentos de bacterias cultivables en medio TSA (10%) y la actividad
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deshidrogenasa en presencia de LAS (en los dos ensayos realizados) fue negativa y
estadisticamente significativa. De igual manera, la correlacién entre los recuentos en medio
de Burk’'s y la actividad deshidrogenasa fue negativa, aunque no significativa a p<0.05. Por
ultimo, cabe destacar que en los microcosmos control sin LAS (tipo C) la densidad de
microorganismos tan solo se relacioné de forma positiva y estadisticamente significativa con
la actividad fosfatasa (principalmente alcalina) y, eventualmente, con la actividad

arilsulfatasa.

Tabla 4.5. Matriz de coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los recuentos de
microorganismos cultivables (cifras color negro: medio TSA (10%); cifras color rojo: medio de
Burk’s) y las distintas actividades enzimaticas estudiadas (* p<0.05).

Ensayo RS FesiEiEsE [ FosiEinse Arilsulfatasa Deshidrogenasa
y (Microcosmos, Zona) acida alcalina 9
B,ZS ... 082 | 094 . 089 .- -0.84%
0.63* 0.96* 0.94* -0.66*
. 039 0.93* | 070" . 054
10 mg/l LAS ' 0.02 0.90* 0.55 -0.46
B 7l 027 | 0.61* . 0.63* - 0.73"
' 0.15 0.52 0.63* -0.71*
cz 0.18 | 0.78* 027 018
' 0.13 0.74* 0.53 -0.55
B.zs 058" . 09 084 0597
0.10 0.82* 0.56* -0.49
czs 005 | 083* 054 018
50 mg/l LAS ' -0.14 0.86* 0.25 -0.54
B2l 0.58* | 0.75* 075 027
' 0.62* 0.78* 0.76* -0.23
c 7l 006 0.65* 045 031
' -0.29 0.30 0.10 -0.49

4.3.3.2.4. Determinacion de fosfatos en el efluente de salida de los microcosmos edéaficos

Como andlisis complementario, y con el objetivo de explorar la posible accion del
LAS como agente emulsionante de nutrientes en el suelo, se llevd a cabo la determinacién
de fosfatos en el efluente de los microcosmos experimentales B y C a lo largo del periodo de

estudio en cada uno de los ensayos realizados (10 y 50 mg/l de LAS). En la figura 4.38 se
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muestran los resultados obtenidos del analisis de fosfatos en ambos ensayos y en el

tratamiento control (sin LAS)

1200 -
~ 1000 -
2 800 -
g . /\A\‘———A
IS
% 400 -
(@]
L 200 -
0
3 6 9 12 15
Dias

—=— 0 mg/| LAS —— 10 mg/I LAS —— 50 mg/I LAS

Figura 4.38. Evolucion temporal de la concentracion de fosfatos en el agua del efluente de salida de
los microcosmos B y C bajo el efecto de las distintas concentraciones ensayadas de LAS en el
influente.

La evolucién temporal de la concentracion de fosfatos en el efluente del tratamiento
control (0 mg/l de LAS en el influente) puso de manifiesto la accién de lavado y arrastre por
el agua de este nutriente. Por su parte, la concentracién de fosfatos en el agua efluente
durante el tratamiento con 10 mg/l de LAS fue considerablemente superior. Este hecho ha
sido atribuido al efecto conjunto del lavado y de la accién emulsionante del surfactante sobre

los nutrientes del suelo, un fendmeno previamente expuesto en el apartado 4.2.6.2.

Por ultimo, las menores concentraciones de fosfatos en el efluente se registraron en
el tratamiento con 50 mg/l de LAS, debido a la accion conjunta de los procesos de lavado y
arrastre, emulsion de nutrientes y consumo (directo y por acciéon de fosfatasas) de fosforo
inorganico disuelto por el mayor numero de microorganismos presente en las columnas

edéficas.
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4.3.3.3. Estudio de biodiversidad en los microcosmos edaficos ensayados

Con el fin de evaluar el impacto de los tratamientos con influentes adicionados de
LAS sobre la biodiversidad microbiana del suelo, se realizaron estudios basados en la
técnica independiente de cultivo PCR-TGGE, que proporciona perfiles de la composicion de
las comunidades microbianas en ecosistemas complejos. Dichos perfiles se realizaron
estudiando el conjunto de la comunidad de las Eubacterias, y se obtuvieron ademas perfiles
especificos de algunos de los grupos bacterianos mas representativos del suelo (Alfa-
proteobacterias, Beta-proteobacterias, Acidobacterias, Bacterias Gram positivas de alto G+C
y Beta-proteobacterias oxidadoras de amonio). Las muestras analizadas procedian de la
zona superior (ZS) e inferior (ZI) de los microcosmos edaficos B y C, y los tiempos de
muestreo seleccionados fueron tras 7, 14 y 21 dias desde el inicio del ensayo con 10 mg/I
de LAS, y tras 3, 7 y 21 dias en el caso del ensayo con 50 mg/l de LAS. Paralelamente, se
llevaron a cabo los mismos estudios de los perfiles de biodiversidad del suelo empleado en
los microcosmos inmediatamente después de ser recolectado de la parcela, y previamente a
su introduccién en las columnas de vidrio. Estos datos constituyeron el “tiempo 0 (T0)”,

comun a los dos ensayos (10 y 50 mg/l de LAS).

Se llevé a cabo la extraccion de ADN en todas las muestras de suelo estudiadas y se
amplificd una region hipervariable del gen codificante del ARNr 16S (region V3), empleando
cebadores de PCR especificos de cada uno de los grupos bacterianos y aplicando una
estrategia de PCR anidada, tal y como se describié en el apartado 3.3.8.2. de Material y

Métodos.

4.3.3.3.1. Perfiles de biodiversidad de Eubacterias en las muestras de suelo

En la figura 4.39 se muestran los perfiles de biodiversidad de las comunidades
procariotas, correspondientes tanto a las muestras de suelo procedentes de los
microcosmos experimentales como a aquellas del TO. En éste y los siguientes apartados, el
carril nombrado como M (marcador) en la fotografia corresponde a una mezcla de ADN

amplificado a partir de varias especies bacterianas conocidas. Al examinar visualmente el
168



4. Resultados

gel, se aprecia que la composicion de la comunidad procariota en las distintas muestras de

suelo presenta perfiles similares, todos ellos compuestos por un elevado numero de bandas.

Para obtener una mayor informacion, los perfiles de bandas se normalizaron y se
analizaron mediante el programa informatico Gel Compar Il v. 4.601 (Applied Maths,
Bélgica). Dada la complejidad de los perfiles, se optd por aplicar el coeficiente numérico de
correlacion de Pearson y el algoritmo UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic mean). El coeficiente de Pearson no depende de la asignacion de bandas, sino
que relaciona los distintos perfiles en funcién de la similitud de sus curvas densitométricas
completas, teniendo en cuenta por tanto la intensidad relativa de las bandas. Este método
se recomienda para una interpretacion rapida y fiable de perfiles de comunidad generados
mediante DGGE/TGGE (Van Verseveld and Rdling, 2004)

El dendrograma generado (Fig 4.40) muestra que los perfiles obtenidos en la zona
superior e inferior del microcosmos B tratado con 50 mg/l de LAS tras 21 dias de tratamiento
se separan del resto de las muestras analizadas (similitud 78%). El resto de las muestras se
segregd en dos clusters (similitud 83%). En el primero, se agrupan las muestras
correspondientes a los ensayos sin LAS y al TO (similitud 91%). En el segundo, por su parte,
se agruparon todas aquellas muestras que recibieron de manera continua un influente

adicionado de LAS, tanto a la concentracion de 10 como de 50 mg/l de LAS (similitud 89%).
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Fig 4.39. Analisis de la biodiversidad microbiana de Eubacterias (basado en la regién V3 del gen
codificante del ARNr 16S) en las muestras de suelo procedentes de los microcosmos B (con LAS)y C
(sin LAS) mediante la técnica de TGGE. La flecha sefala un grupo de bandas que aparecen en todos
los carriles y son artefactos. M= Marcador de seis especies (M1, Staphylococcus aureus ATCC
25923; M2, Pseudomonas putida ATCC 8750; M3, Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308; M4,
Escherichia coli DH5a,; M5, Nocardia corynebacterioides ATCC 21253; M6, Micrococcus luteus ATCC
9341).
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Fig 4.40. Dendrograma obtenido al analizar los perfiles generados mediante TGGE de las
comunidades de Eubacterias presentes en las muestras de suelo de los microcosmos, utilizando el
programa Gel Compar Il v. 4.601 (Applied Maths, Bélgica), aplicando el algoritmo UPGMA
(Unweighted pair group method with arithmetic mean) y el coeficiente de Pearson. La barra superior
muestra el porcentaje de similitud entre los perfiles de bandas, y los numeros entre las ramas
representan el coeficiente de correlacion cofenética.

Finalmente, no se procedi6 a la extraccion de bandas de este gel para su posterior
reamplificacion y secuenciacién, debido a la limitacion fisica que supone el efecto de

solapamiento de bandas.

4.3.3.3.2. Perfiles de biodiversidad de Beta-proteobacterias en las muestras de suelo

En la Figura 4.41. se muestran los perfiles de biodiversidad de las comunidades de
Beta-proteobacterias, correspondientes tanto a las muestras de suelo procedentes de los

microcosmos experimentales como a aquellas del TO.
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Fig 4.41. Analisis de la biodiversidad microbiana de Beta-proteobacterias (basado en la region V3 del
gen codificante del ARNr 16S) en las muestras de suelo procedentes de los microcosmos B (con
LAS) y C (sin LAS) mediante la técnica de TGGE. La flecha sefiala un grupo de bandas que aparecen
en todos los carriles y son artefactos. M= Marcador de seis especies (M1, Staphylococcus aureus
ATCC 25923; M2, Pseudomonas putida ATCC 8750; M3, Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308;

M4, Escherichia coli DH5a; M5, Nocardia corynebacterioides ATCC 21253; M6, Micrococcus luteus
ATCC 9341).
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Al examinar visualmente el gel, se aprecia que los perfiles de bandas obtenidos en
las distintas muestras de suelo son muy similares a los obtenidos con los cebadores
universales para las Eubacterias. Esta gran semejanza, junto a la enorme complejidad de
los perfiles obtenidos, sugiere que los cebadores empleados para la amplificacién selectiva
de las Beta-proteobacterias no mostraron la suficiente especificidad, aplicados bajo las

condiciones de este estudio.
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Fig 4.42. Dendrograma obtenido al analizar los perfiles generados mediante TGGE de las
comunidades de Beta-proteobacterias presentes en las muestras de suelo de los microcosmos,
utilizando el programa Gel Compar Il v. 4.601 (Applied Maths, Bélgica), aplicando el algoritmo
UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean) y el coeficiente de Pearson. La barra
superior muestra el porcentaje de similitud entre los perfiles de bandas, y los nimeros entre las ramas
representan el coeficiente de correlacion cofenética.

Los perfles de bandas se normalizaron y analizaron mediante el programa
informatico Gel Compar Il v. 4.601 (Applied Maths, Bélgica), aplicando también en este caso
el coeficiente numeérico de correlaciéon de Pearson y el algoritmo UPGMA. El dendrograma
generado (Fig 4.42) muestra que los perfiles obtenidos se segregaron en dos clusters con

una similitud entre ellos del 38%. En el primer cluster, se agrupan las muestras
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correspondientes a los ensayos sin LAS, aquellas que recibieron de manera continua un
influente adicionado de 10 mg/l de LAS (exceptuando las muestras ZS-21d y ZI-21d), y el TO
(similitud del 76%). En el segundo, por su parte, se agruparon todas aquellas muestras que
recibieron de manera continua un influente adicionado de 50 mg/l de LAS, y las muestras
ZS-21d y ZI-21d que fueron sometidas al influente adicionado de 10 mg/l de LAS (similitud
92%).

En este caso, debido al elevado numero de bandas presente en la superficie del gel,
tampoco fue posible realizar la extraccién de bandas para su posterior reamplificacién y

secuenciacion.

4.3.3.3.3. Perfiles de biodiversidad de Alfa-proteobacterias en las muestras de suelo

En la Figura 4.43 se muestran los perfiles de biodiversidad de las comunidades de
Alfa-proteobacterias, correspondientes tanto a las muestras de suelo procedentes de los

microcosmos experimentales como a aquellas del TO.

Tal y como se desprende del analisis visual del gel (Fig. 4.43) la composicion de la
comunidad microbiana diferia notablemente entre las distintas muestras de suelo (tratadas o
no con LAS, zona superior o inferior de los microcosmos). Esto se ve reflejado en bandas
que estan presentes sélo en algunas muestras y no en otras, 0 que varian

considerablemente su intensidad relativa.
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Fig 4.43. Analisis de la biodiversidad microbiana de Alfa-proteobacterias (basado en la region V3 del
gen codificante del ARNr 16S) en las muestras de suelo procedentes de los microcosmos B (con
LAS) y C (sin LAS) mediante la técnica de TGGE. M= Marcador de seis especies (M1,
Staphylococcus aureus ATCC 25923; M2, Pseudomonas putida ATCC 8750; M3, Acinetobacter
calcoaceticus ATCC 15308; M4, Escherichia coli DH5a; M5, Nocardia corynebacterioides ATCC
21253; M6, Micrococcus luteus ATCC 9341).

Los perfiles de bandas se normalizaron y se analizaron mediante el programa

informatico Gel Compar Il v. 4.601 (Applied Maths, Bélgica), aplicando el coeficiente
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numeérico de correlacion de Pearson y el algoritmo UPGMA. El dendrograma resultante (Fig.
4.44A) muestra una evidente segregacion de las muestras que nunca estuvieron en contacto
con LAS, o aquellas en las que el contacto fue poco intenso (zona inferior de los
microcosmos afectados por influentes adicionados de LAS, a las dos concentraciones
ensayadas), respecto a las muestras mas expuestas a la presencia del tensioactivo. Asi, las
muestras de las zonas superiores de los microcosmos en contacto con LAS y la muestra de
la zona inferior sometida a un influente continuado de 50 mg/l de LAS durante 21 dias se

agruparon en un solo cluster, con un nivel de similitud del 65% (Fig 4.44A).

Se observaron claras diferencias en los perfiles de biodiversidad correspondientes a
las muestras de la parte superior e inferior de los microcosmos B, tratados con LAS. En
concreto, estas diferencias se deben fundamentalmente a una banda que estuvo siempre
presente a mayor intensidad en las muestras de suelo procedentes de la parte superior de
los microcosmos sometidos a un aporte continuo de LAS (banda marcada en varios carriles
de la Fig. 4.43, como 11a, 09b y 10b), a las dos concentraciones ensayadas. Ademas, la
intensidad de esta banda aumenté considerablemente en el ensayo en el que se utilizdé un
influente adicionado de 50 mg/l de LAS (ZS-3d,ZS-7d,ZS21d), incluso en la parte inferior de
la columna transcurridos 21 dias de funcionamiento de los microcosmos (banda marcada en
la Fig. 4.43 como 08b). Dicha banda también se detectd, aunque con menor intensidad
(banda marcada en la Fig 4.43 como 10a), en las muestras del microcosmos C (no tratado
con LAS).

Dado que los perfiles de biodiversidad obtenidos para las Alfa-proteobacterias no
eran excesivamente complejos, se opté por realizar un analisis complementario utilizando el
mismo programa informatico (Gel Compar) y el algoritmo UPGMA, pero aplicando en este
caso el coeficiente de Dice, que relaciona los perfiles en funcién de su similitud, basandose
unicamente en la presencia/ausencia de bandas, independientemente de la intensidad de

las mismas.
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Fig 4.44. Dendrogramas obtenidos al analizar los perfiles generados mediante TGGE de las comunidades de Alfa-
proteobacterias presentes en las muestras de suelo de los microcosmos, utilizando el programa Gel Compar Il v.
4.601 (Applied Maths, Bélgica), aplicando el algoritmo UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic
mean) y los coeficientes de Pearson (A) y Dice (B). La barra superior muestra el porcentaje de similitud entre los
perfiles de bandas, y los niUmeros entre las ramas representan el coeficiente de correlacion cofenética. La flecha
sefiala la banda cuya mayor intensidad distingue las muestras de la zona superior de los microcosmos tratados con
LAS (cluster marcado con una llave).
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El correspondiente dendrograma (Fig. 4.44 B) indica que el perfil de la comunidad de
Alfa-proteobacterias en la zona superior del microcosmos B (tratado con el influente
adicionado de 50 mg/l de LAS durante 21 dias) se separé de manera significativa del resto
de las muestras analizadas, con las que mostré una similitud de tan sélo el 69%. El resto de
las muestras analizadas se segregé en dos clusters, a un nivel de similitud del 75%. En el
primero se agrupan las muestras correspondientes a los ensayos sin LAS, aquellas que
fueron sometidas a un influente adicionado de 10 mg/l de LAS, y el TO (similitud 85%). En el
segundo, por su parte, se encontraron todas aquellas muestras que recibieron de manera

continua el influente adicionado de 50 mg/l de LAS.

En suma, estos datos indican claramente que el tratamiento del suelo en los
microcosmos con LAS influencia la composicion de las comunidades de Alfa-proteobacterias
del suelo, como se deduce de las diferencias significativas encontradas en relacion a la
ausencia/presencia de determinadas poblaciones (bandas de TGGE). Por otra parte, existe
también una diferencia significativa en la intensidad relativa de algunas de las bandas que
representan las poblaciones detectadas mediante TGGE, especialmente de una banda que
parece potenciarse gradualmente en la zona superior de los microcosmos tratados de
manera continuada con LAS, alcanzando una maxima intensidad a la concentracion mas

alta de LAS ensayada (50 mg/l) y tras 21 dias tratamiento continuo (banda 09b).

Con el fin de obtener una mayor informacién acerca de las poblaciones de Alfa-
proteobacterias dominantes en el suelo de los microcosmos tratados o0 no con LAS, y dado
que la resolucién de los geles de TGGE era adecuada, se procedié a la extraccion de un
total de 48 bandas para su reamplificacion y secuenciacion. Se consiguid la secuenciacion
de 28 de las 48 bandas extraidas (bandas marcadas en la Fig 4.43), que se compararon con
las secuencias de ADNr 16S depositadas en la base de datos EMBL (Tabla 4.6).
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Tabla 4.6. Comparacion de la secuencia de las bandas de TGGE (regién V3 del ADNr 16S,
aproximadamente 150 pb) de Alfa-proteobacterias con las secuencias depositadas en la base de

datos EMBL
Afiliacion
Banda taxonémica mas Microorganismo mas Longitud de NUimero de | % Identidad
probable similar solapamiento acceso /%Similitud
(Clase/familia)
teobacteria/ Caulobacter sp. S142 122 AY972383 99/100
02a g-pzobeo tac eria p o
aulobacteraceae Brevundimonas -
FUNDUS 122 AJ313427 98/99
. Caulobacter sp. S142 122 AY972383 99/100
03a Ca-p:o:)eot:actena/ - o8
aulobacteraceae Brevundimonas -
FUNDUS 122 AJ313427 98/99
b ia/ Caulobacter sp. S142 122 AY972383 99/100
04a g-p:oLeo tacterla y o
aulobacteraceae Brevundimonas -
FUNDUS 122 AJ313427 98/99
B""’J"‘ﬁ."bz‘?te”a/ Bradyrhizobium sp. STM1422 124 AMO086010 91/95
05a radyrhizobiaceae
a -proteobacterla/ Rhizobium undicola Liujia-81 124 DQ648579 91/95
Rhizobiaceae
07a a-proteobacteria/ Caulobacter sp. A1 123 AF361188 100/100
Caulobact
aulobacteraceae Caulobacter sp. $142 123 AY972383 99/99
b ia/ Caulobacter sp. S142 122 AY972383 97/98
09a g -plrott)eot acteria
aulobacteraceae Brevundimonas H2/98-
FUNDUS 122 AJ313427 96/97
10a o -proteobacteria/ Brevundimonas aurantiaca 122 DQ346729 100/100
Caulobact
aulobacteraceae Brevundimonas vesicularis 122 AB193264 100/100
. Caulobacter sp. S142 122 AY972383 100/100
11a a-proteobacteria/
Caulobacteraceae Brevundimonas H2/98-
FUNDUS 122 AJ313427 99/99
12a a-proteobacteria/ Devosia sp. R-21940 122 AJ786801 96/98
Hyphomicrobi
yphomicroblaceae Devosia neptunea J1 122 AF469072 96/98
13a a-proteobacteria/ Devosia sp. PIC-C22 123 DQ227786 99/100
Hyphomicrobi
yphomicroblaceae Devosia neptunea J1 123 AF469072 99/100
A-proteobacteria Reichenowia picate 123 AY316685 99/100
14a teobacteria/ Agrobacterium tumefaci
a-proteobacteria grobacterium tumefaciens 123 AF508095 99/100
Rhizobiaceae N3
teob . Caulobacter sp. S142 123 AY972383 98/99
15a } g -plrobeot acteria p o
aulobacteraceae Brevundimonas -
FUNDUS 123 AJ313427 97/98
17a a-proteobacteria/ Ochrobactrum anthropi GB 123 DQ205311 99/100
Brucellaceae Ochrobactrum tritici P10 123 AY972166 99/100
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Tabla 4.6 (cont). Comparacién de la secuencia de las bandas de TGGE (region V3 del ADNr 16S,
aproximadamente 150 pb) de Alfa-proteobacterias con las secuencias depositadas en la base de

datos EMBL
Afiliacion
Banda taxondmica mas Microorganismo mas Longitud de Nimero de %Ildentidad/
probable similar solapamiento acceso %Similitud
(Clase/familia)
Methylocystis parvus
18a a-proteobacteria/ MFC-EB21 118 AJ630289 96/98
Methylocystaceae Methvlosinus
thichosp)grium SM6 118 AY460188 96/98
19a o —proteobacteria Bacterium Hellin 359 105 AF498741 98/99
Bacterium Hellin 329 105 AF498711 98/99
Hyphomicrobium
20a a-proteobacteria/ zavarzinii ATTC 27495 123 U59506 99/99
Hyphomicrobiaceae : ] -
Hyphorriereblurh aestuar 123 Y14304 99/99
Hyphomicrobium
21a a-proteobacteria/ sulfonivorans DSM 13863 118 AF235089 99/100
Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobium facilis
Y AN BE? 118 Y14312 97/98
a-proteobacteria/ Bosea thiooxidans
22a Bradyrhizobiaceae CP183aa 113 AJB71432 97/98
a-proteobacteria/ Pedomicrobium
Hyphomicrobiaceae australicum IFAM ST1306 113 X97693 98/99
Phaeospirillum fulvum
23a a-proteobacteria/ NCIMB11762 123 D14433 98/99
Rhodospirillaceae Magnetospirillum
gryphiswaldense SSU 123 Y10109 98/99
a-proteobacteria/ Bosea thiooxidans
24a Bradyrhizobiaceae CP183aa 123 AJB71432 92/96
a —proteobacteria Bacterium PE03-55G20 124 AB127829 92/96
b ia/ Caulobacter sp. A1 123 AF361188 94/95
05b Cc:x-pniot)eo tacterla :
aulobacteraceae Pnteuri]f)gl(r)f]zc't:zrilllgm 123 AY534887 94/95
b ia/ Caulobacter sp. S142 123 AY972383 100/100
08b g-pl;o:)eo tactena :
aulobacteraceae Brevundimonas HL/98 123 AJ313427 99/99
b ia/ Caulobacter sp. S142 121 AY972383 100/100
09b Cc:x-pniot)eo tacterla :
aulobacteraceae Brevundimonas Ha/98 121 AJ313427 99/99
b ia/ Caulobacter sp. S142 123 AY972383 100/100
10b g-pl;o:)eo tactena :
aulobacteraceae Brevundimonas Hu/98 123 AJ313427 99/99
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Tabla 4.6 (cont). Comparacién de la secuencia de las bandas de TGGE (regién V3 del ADNr 16S,
aproximadamente 150 pb) de Alfa-proteobacterias con las secuencias depositadas en la base de
datos datos EMBL

Afiliacion
taxonémica mas Microorganismo mas | Longitud de NUmero de %ldentidad/
Banda A - N
probable similar solapamiento acceso %Similitud
(Clase/familia)
a-proteobacteria/ Devosia neptuniae J1 124 AF469072 96/99
Hyphomicrobiaceae
1ib a-proteobacteria/ Methylopila capsulata
Methylocystaceae y F;{ZLZ P 124 AJ634928 95/98
a-proteobacteria/ Ochrobactrum anthropi
12b Brucellaceae GB 123 DQ205311 99/100
a -proteobacteria Reichenowia pictae 123 AY316685 99/100
. Caulobacter sp. S142 123 AY972383 100/100
17b g-p:o:)eot:actena/
aulobacteraceae Brevundimonas H,/98
FUNDUS 123 AJ313427 99/99
. Caulobacter sp. S142 123 AY972383 100/100
18b a-proteobacteria/
Caulobacteraceae Brevundimonas H,/98
FUNDUS 123 AJ313427 99/99

En la Figura 4.45 se representa el arbol filogenético de todas las secuencias
obtenidas, elaborado a partir de una alineamiento multiple mediante el método Neighbour-
Joining, incluyendo como referencia secuencias de la misma regién V3 del gen codificante
del ARNr 16S de los microorganismos mas similares depositados en la base de datos
EMBL, completado con secuencias de especies tipo de la familia Caulobacteraceae,
igualmente procedentes de la base datos EMBL. Como se desprende de la interpretacién
del arbol filogenético, todas las secuencias obtenidas pertenecieron a la clase Alfa-
proteobacterias (corroborando la especificidad de los cebadores empleados para la
amplificacion por PCR) y, dentro de ella, a los 6rdenes Rhizobiales y Caulobaterales. En
este ultimo orden se encuadraron las secuencias de las bandas que alcanzaron mayor
intensidad en las muestras de la zona superficial de los microcosmos tipo B, tratados con
LAS (secuencias 11a, 08b, 09b y 10b), asi como la banda 10a, procedente del microcosmos
tipo A. La secuenciacion demostré que todas estas bandas, que migraron a la misma altura
del gel en las diferentes muestras, correspondian efectivamente a una secuencia de ADN
idéntica, filogenéticamente encuadrada dentro de la familia Caulobacteraceae y muy

relacionada con especies del género Phenylobacterium (P. falsum, P. koreense, P. mobile).
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74 | AF498741 Bacterium Ellin 359
82 AF498711 Bacterium Ellin 329
77 19a
24a
?1 AB127829 Bacterium PE03-55G20

D14433 Phaeospirillum fulvum NCIMB11762
4&9‘ Y10109 Magnetospirillum gryphiswaldense SSd
23a

AJ871432 Bosea thiooxidans CP183aa
22a

AF235089 Hyphomicrobium sulfonivorans DSM 13863
X97693 Pedomicrobium australicum IFAM ST1306
20a
U59506 Hyphomicrobium zavarzini ATTC2 27495
72114304 Hyphomicrobium aestuari DSM 1564
Y 14312 Hyphomicrobium facilis IFAM B522
AJ630289 Methylocystis parvus MFC-EB21
478‘ AY 460188 Methylosinus thichosporium SM6 O Rhizobiales

18a

AY972166 Ochrobactrum tritici P10
14a

AY316685 Reichenowia pictae

AF508095 Agrobacterium tumefaciens N3
17a/12b

DQ205311 Ochrobactrum anthropi GB

AF501340 Ochrobactrum anthropi HAMB12402
AJ634928 Methylopila capsulata R2L2

AY 466434 Methylopila sp. TES

AB271045 Devosia ginsengisoli Gsoil 326
DQ648579 Rhizobium undicola Liujia-81

AMO086010 Bradyrhizobium sp. STM1422
DQ227786 Devosia sp. PIC-C22
12a/13a/11b
AF469072 Devosia neptuniae J1
AJ786801 Devosia sp. R-21940

AJ247194 Asticcacaulis excentricus AC48 \
DQ346729 Brevundimonas vesicularis 'PapViBada'

AJ227778 Brevundimonas diminuta LMG2089
AB193264 Brevundimonas vesicularis RPY-N1-Y
98 AJ313427 Brevundimonas H2/98 FUNDUS
4127761 Caulobacter vibrioides CB51
07a/05b
63— Y 18216 Phenylobacterium immobile E(T)
AY534887 Phenylobacterium lituiforme Fail3

62

AF361188 Caulobacter sp. Al
EF010834 Caulobacter sp. 168-4 O. Caulobacterales
AJ717391 Phenylobacterium falsum AC49T
5| |18b

AY972383 Caulobacter sp. S142
AY035307 Phenylobacterium mobile G26

15a
J 04a
10a/11a/08b/09b/10b
AB166881 Phenylobacterium koreense Slu01
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02a j

09a
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Fig 4.45. Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la regién V3 del ADNr 16S
(aproximadamente 150 bp) que muestra las posiciones de las secuencias de las bandas de TGGE de
Alfa-proteobacterias junto a otras depositadas en la base de datos EMBL. La barra indica un 2% de
divergencia estimada. Los numeros junto a las ramas indican el valor de bootstrap cuando éste fue
superior al 50%.
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Destaca el hecho de que otras 7 bandas (02a, 03a, 04a, 09a, 15a, 17b, 18b),
presentes en el perfil de comunidad correspondiente a la muestra de suelo de la parte
superior del microcosmos tratado durante 21 dias con el influente adicionado de 50 mg/l de
LAS, tras ser amplificadas y secuenciadas con éxito, generaron secuencias idénticas a la de
la banda 09b. Algunas de estas bandas son exclusivas de la muestra ZS-21d tratada con el
influente adicionado de 50 mg/l de LAS, y puede tratarse de bandas generadas
artificialmente durante la reacciéon de PCR, probablemente debido a la presencia del ADN

molde de la banda 09b en muy alta concentracion.

4.3.3.3.4. Perfiles de biodiversidad de Bacterias Gram-positivas de alto G+C en las muestras

de suelo

En la Figura 4.46. se muestran los perfiles de biodiversidad de las comunidades de
bacterias Gram-Positivas de alto G+C, correspondientes tanto a las muestras de suelo

procedentes de los microcosmos experimentales como a aquellas del TO.

Debido al alto contenido en G+C de este grupo especifico de bacterias, los perfiles
de bandas obtenidos bajo un gradiente de separacién de 43-63°C se concentraban
principalmente en la parte inferior del gel, con la consiguiente dificultad para su extraccion,
reamplificacion y secuenciacion. Se ensayaron diferentes condiciones de electroforesis,
hasta optimizar el gradiente de temperatura entre 47-56°C (ver Material y Métodos), con el

objetivo de obtener una mayor resolucion en la separacion de las bandas.

De los geles obtenidos bajo estas condiciones (Figura 4.46) se intento la extraccion,
reamplificacion y secuenciacion de un total de 23 bandas, de las cuales se pudieron analizar
16 mediante su comparacién con las secuencias de ARN 16S depositadas en la base de
datos EMBL (Tabla 7).
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Fig 4.46. Analisis de la biodiversidad microbiana de bacterias Gram-positivas de alto G+C (basado en
la region V3 del gen codificante del ARNr 16S) en las muestras de suelo procedentes de los
microcosmos B (con LAS) y C (sin LAS) mediante la técnica de TGGE. M= Marcador de seis
especies, del que soélo se visualizan 4 bandas (M3, Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308; M4,
Escherichia coli DH5a; M5, Nocardia corynebacterioides ATCC 21253; M6, Micrococcus luteus
ATCC 9341).

Como se puede comprobar, este grupo bacteriano se caracterizd por presentar
perfiles de biodiversidad similares para todas las muestras, tanto aquellas en contacto con

LAS como aquellas otras que nunca tuvieron contacto con el tensioactivo. Por tanto, se
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puede concluir que este grupo no se vio afectado en ningun sentido por la presencia de

LAS, a ninguna de las concentraciones ensayadas, y bajo las condiciones de nuestro

estudio.

Tabla 4.7. Comparacion de la secuencia de las bandas de TGGE (regién V3 del ADNr 16S,
aproximadamente 150 pb) de bacterias de alto G+C con las secuencias depositadas en la base de

datos EMBL
Afiliacion
Banda taxonémica mas Microorgar}ismo mas Longitupl de Numero de | % Idgn?i'dad /
probable similar solapamiento acceso %Similitud
(Clase/familia)
L | gy ottt | e | svemms | o
NRRL B-12307
2 | o e tovowon | 1w | waerer | oona
NRRL B-12307
B3 | g o taoat | e | e | oo
NRRL 12307
04 | pntaes e taaron | e | v | ove
NRRL 12307
05 | gty reomimumon | e | s | onos
NRRL B-1733
6 | gty eomim s | e | e | oo
NRRL B-1733
08 | g e taat | e | oo | oo
NRRL 12307
| s | SURem®
Actinobacteria/ Rhodococcus sp. 13/3 128 AY660953 98/99
Nocardiaceae
1| e e tmonon | o | ame | s
NRRL 12307
12| e towon | e | e | o
NRRL 12307
13 Actinobacteria/ Streptomyces sp. LK122-4.‘1 128 AY465265 97/98
Streptomycetaceae Streptomyces flavofungini 128 AY999792 97/98

NRRL 12307
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Tabla 4.7. (cont) Comparacién de la secuencia de las bandas de TGGE (regién V3 del ADNr 16S,
aproximadamente 150 pb) de bacterias de alto G+C con las secuencias depositadas en la base de

datos EMB
Afiliacion
Banda taxondmica mas Microorganismo mas Longitud de Numero de | % Identidad /
probable similar solapamiento acceso %Similitud
(Clase/familia)
14 Actinobacteria/ Streptomyces sp. LK1222.3 128 AY465257 97/98
Streptomycetaceae
Streptomyces flavofungini
NRRL 12307 128 AY999792 96/98
Blastococcus sp.
15 Actinobacteria/ 141/A01/013 126 AY576696 98/99
Geodermatophilaceae Geodermatophilus sp
BC509 128 AJ296063 97/98
Blastococcus sp.
16 Actinobacteria/ 1411/A01/013 126 AY576696 99/99
Geodermatophilaceae Geodermatophilus sp
BC509 128 AJ296063 98/98
Actinobacteria/ Frankia sp. BMG5 128 AJ549320 98/100
19 Frankiaceae
Actinobacteria/ Rhodococcus opacus 128 AB037099 97/99
Nocardiaceae
Acti . Geodermatophilus obscurus 132 L40620 98/98
21 ctlnobactgrla/ :
Geodermatophilaceae | Geodermatophilus obscurus 132 X92357 97/97

La mayoria de las secuencias obtenidas (75%) fueron muy similares y se afiliaron al

género Streptomyces, mientras que el resto se relacionaron filogenéticmanete con las

familias Geodermatophilaceae y Nocardiaceae/Frankiaceae.

4.3.3.3.5. Perfiles de biodiversidad de Acidobacterias en las muestras de suelo

En la figura 4.47. se muestran los perfiles de biodiversidad de las comunidades de

Acidobacterias, correspondientes tanto a las muestras de suelo procedentes de los

microcosmos experimentales como a aquellas del TO.
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Fig 4.47. Analisis de la biodiversidad microbiana de Acidobacterias (basado en la regién V3 del gen
codificante del ARNr 16S) en las muestras de suelo procedentes de los microcosmos B (con LAS) y C
(sin LAS) mediante la técnica de TGGE. M= Marcador de seis especies (M1, Staphylococcus aureus
ATCC 25923; M2, Pseudomonas putida ATCC 8750; M3, Acinetobacter calcoaceticus ATCC 15308;
M4, Escherichia coli DH5a; M5, Nocardia corynebacterioides ATCC 21253; M6, Micrococcus luteus
ATCC 9341).
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Como se puede comprobar, este grupo bacteriano también se caracterizdé por
presentar perfiles de biodiversidad muy similares en todas las muestras, tanto aquellas en
contacto con LAS como aquellas otras que nunca tuvieron contacto con el tensioactivo. Por
tanto, se puede concluir que este grupo tampoco resulté afectado en ningun sentido por la
presencia de LAS, a ninguna de las concentraciones ensayadas y bajo las condiciones de

nuestro estudio.

De este gel se extrajeron bandas para su reamplificacion y secuenciacion. En total,
se consiguid secuenciar 7 de las 21 bandas extraidas, y se compararon con las secuencias
de ADNr 16S depositadas en la base de datos EMBL (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Comparacion de la secuencia de las bandas de TGGE (region V3 del ADNr 16S,
aproximadamente 150 pb) de Acidobacterias con las secuencias depositadas en la base de datos
EMBL

Af|J|a§3|on . Microorganismo mas Longitud de Nimero de | % Identidad /

Banda taxonémica mas S ; o

similar solapamiento acceso %Similitud

probable (Clase)
01 Acidobacteria Bacterium Ellin 6075 100 AY234727 92/93
Acidobacterium Gsoil 1619 100 AB245338 91/92
02 Acidobacteria Bacterium Ellin 6075 100 AY234727 90/93
Acidobacterium Gsoil 1619 100 AB245338 89/92
03 Acidobacteria Bcterium Ellin 6075 120 AY234727 86/86
Acidobacterium Gsoil 1619 120 AB245338 86/86
04 Acidobacteria Acidobacterium Ellin 7246 132 AY673412 84/84
Bacterium Ellin 6075 112 AY234727 90/90
05 Acidobacteria Bacterium Ellin 6075 100 AY234727 93/93
Acidobacterium Ellin 7246 132 AY673412 82/82
06 Acidobacteria Acidobacterium Ellin 7246 135 AY673412 83/83
Bacterium Ellin 6075 111 AY234727 90/90
. . RB126 100 295716 90/90
07 Acidobacteria

mb2424 112 795733 94/95

En la Figura 4.48 se representa el arbol filogenético de todas las secuencias
obtenidas, elaborado a partir de una alineamiento multiple mediante el método Neighbour-
Joining, incluyendo como referencia secuencias de la misma regién V3 del gen codificante
del ARNr 16S de los microorganismos mas similares depositados en la base de datos, asi
como de especies tipo y clones representativos de cada uno de los 6 grupos filogenéticos de
Acidobacterias descritos en bibliografia (Quaiser et al., 2003), igualmente obtenidos a partir
de la base de datos EMBL. Como se desprende de la interpretacion del arbol filogenético,

las secuencias obtenidas no estan proximas a ninguno de los géneros validados, sino que
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Fig 4.48. Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la regién V3 del ADNr 16S
(aproximadamente 150 bp) que muestra las posiciones de las secuencias de las bandas de TGGE de
Acidobacterias, junto a secuencias de especies tipo y clones representativos de cada uno de los seis
grupos de las Acidobacterias depositadas en la base de datos EMBL. La barra indica un 5% de
divergencia estimada. Los numeros junto a las ramas indican el valor de bootstrap cuando éste fue

superior al 50%.
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4.3.3.3.6. Perfiles de biodiversidad de las Beta-proteobacterias oxidadoras de amonio en las

muestras de suelo

El analisis de biodiversidad para las Beta-proteobacterias oxidadoras amonio se
basé en la amplificacion del gen amoA a partir de las muestras de suelo de los
microcosmos. Este grupo de microorganismos, si bien poco numeroso en el suelo, posee un
importante papel en el ciclo del N y fue incluido en el estudio dadas las numerosas
referencias bibliograficas existentes que hacen mencién de la gran sensibilidad de este
grupo de bacterias al LAS (ver apartado de la Introduccién). Sin embargo el analisis entrand
importantes dificultades, derivadas en buena medida de la presencia de escasas bandas en
los perfiles de TGGE vy de la baja intensidad de éstas, incluso tras concentrar las muestras
hasta 20 veces (Fig. 4.49), motivo por el cual los resultados no aportaron informacion
suficiente como para extraer conclusiones definitivas sobre el impacto del LAS en este

grupo, bajo las condiciones de este estudio.
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Fig 4.49. Andlisis de la
biodiversidad microbiana
de  Beta-proteobacterias
oxidadoras de amonio
(basado en el gen amoA)
en las muestras de suelo
procedentes de los
microcosmos B (con LAS)
y C (sin LAS) mediante la
técnica de TGGE.

Ensayo con Ensayo con
10 mg/l de LAS 50 mg/l de LAS

Ensayo sin LAS

191



i

Ut
i
ﬁ-‘@.‘.

b ;
5. DISCUSION




5. Discusion

DISCUSION

El Sulfonato de Alquilbenceno Lineal (LAS) es el tensioactivo aniénico mas utilizado
en el mercado mundial de detergentes. Lo extendido de su uso, tanto en el ambito
doméstico como en el industrial, implica que el xenobibtico constituya un componente
frecuente tanto en la composicion de las aguas residuales como de los lodos de depuradora.
El interés y la preocupacién que suscita la presencia de un compuesto xenobiético de amplia
difusion mundial en el ambiente ha propiciado que numerosos investigadores hayan
abordado de forma reciente -y bajo muy distintas aproximaciones- el estudio del proceso de
biodegradacién de LAS, tanto en ecosistemas acuaticos como terrestres (Elsgaard et al.,
2003; Ying, 2006; Prats et al., 2006; Perales et al., 2007).

En el caso concreto de los suelos de labor agricola, el uso de lodos biolégicos como
fertilizante y la ingente demanda de agua por parte de la agricultura suponen los principales
mecanismos por los que el LAS alcanza el sistema edafico (Holt et al., 1998), un ecosistema
anico que alberga una gran comunidad de bacterias, hongos, algas, protozoos y virus,
donde las interacciones biolégicas son especialmente intensas y acontece una gran
variedad de procesos bioquimicos vinculados a la degradacion de la materia organica y a las
transformaciones de elementos minerales para la nutricién de las plantas (Paul, 2006). Los
vertidos indeseados de agentes xenobidticos (tales como el LAS) pueden alterar de forma
significativa la actividad metabdlica del suelo, afectando de esta manera, entre otros, a su
fertilidad. Como respuesta, el ecosistema trata de amortiguar (o tamponar) el impacto del
xenobiético mediante la transformacion y/o degradacion de estos compuestos. En este
sentido, la presente Tesis Doctoral supone una nueva contribucion al conocimiento cientifico
en torno a la interaccion entre el LAS y la microbiota edafica. A continuacién se discuten los

principales resultados obtenidos.
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Andlisis in situ de la distribucion espacio-temporal del LAS y de la microbiota

cultivable tras vertidos controlados en parcelas experimentales.

En una primera aproximacion in situ, nuestro estudio ha puesto de manifiesto un
claro patrén en la distribucion vertical del LAS en el perfil edafico. De esta manera, tras
efectuar el vertido de LAS y a lo largo de todo el periodo de estudio, el surfactante quedé
retenido prioritariamente en los primeros 10 centimetros de suelo, precisamente en la zona
donde se detectaron los mayores recuentos de microorganismos cultivables heterétrofos
(Fig 4.1y 4.3). Distintos estudios han puesto de manifiesto patrones similares de distribucion
vertical de LAS en suelos (Kichler and Schnaak, 1997), en microcosmos edéficos
(Jacobsen et al., 2004) y en sedimentos marinos (Ledn et al., 2001). De igual forma, los
microorganismos tampoco se distribuyeron de forma uniforme a lo largo del perfil edafico, de
forma que las maximas densidades de estos, se registraron en las capas mas superficiales
del suelo (Fig 4.3). Es bien conocido, que los microorganismos no estan distribuidos
regularmente en el suelo, ya que existe un mosaico discontinuo de microambientes.
Normalmente, la dispersién de los microorganismos sigue la distribucidon vertical de los
nutrientes, aunque esta, a veces puede ser alterada por factores tales como el pH, la
humedad, la cantidad de minerales asimilables, la composicion de la atmésfera del suelo,
etc. (Carrillo, 2003).

Una vez el surfactante alcanza el suelo es sometido a un proceso de biodegradacion
mediado principalmente por bacterias aerébicas (Holt et al., 1989; Ying, 2006). En todos los
casos estudiados, el proceso de biotransformacion del LAS a lo largo del tiempo se ajusto
satisfactoriamente a un modelo exponencial decreciente (Fig 4.2), coincidente con las
apreciaciones de Kuchler and Schnaak (1997), Cavalli et al. (1999), Perales et al. (1999),
Elsgaard et al. (2003), Jacobsen et al. (2004) y Perales et al. (2007). El tiempo de
aclimatacion de la comunidad microbiana tras el vertido de LAS oscilé entre un maximo
invernal de 1.1 y un minimo primaveral de 0.4 dias (Tabla 4.1), en todo caso periodos cortos
que favorecieron el ajuste exponencial frente a modelos logisticos como los propuestos por
Simkins and Alexander (1984), Quiroga et al. (1999) y Jurado et al. (2006).
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De acuerdo con estos datos, y segun investigaciones previas (Marcomini et al., 1989;
Madsen et al., 1999 y Jacobsen et al., 2004), es posible distinguir dos fases bien
diferenciadas en el proceso de biotransformacion del LAS en el suelo: una primera fase en
la que el compuesto sufre una acelerada biodegradacion, y una segunda en la que la

transformacion del xenobiotico se lleva a cabo de forma mas pausada.

Numerosos autores (Berna et al., 1989; Kneabel et al., 1990; Brandt et al., 2003;
Pozo et al.,, 2003) han puesto de manifiesto que el LAS en el suelo tiene una corta vida
media, debido a la degradacion a la que es sometido por parte de la microbiota edéafica. En
las cuatro experiencias de adicion del surfactante efectuadas (experimentos de verano,
otofio, invierno y primavera) se alcanzo la préactica extincién del tensioactivo tras un periodo
maximo de 31 dias (Fig 4.2). La vida media del surfactante en el suelo (tso) oscilé entre 1.6 y
4.5 dias (Tabla 4.1), valores similares a los encontrados por Litz et al. (1987), Ginger et al.
(1987), Knaebel et al. (1990), Kichler and Schnaak (1997) y Elsgaard et al. (2003) en suelos
agricolas, y ligeramente inferiores a aquellos publicados por Berna et al. (1989), Holt et al.
(1989) y Topp and Starrat (2000), segun los cuales la vida media del LAS en suelos de labor
oscilaria entre 7 y 33 dias (Ying, 2006). Jacobsen et al. (2004) pusieron de manifiesto que la
forma de adicionar el LAS sobre el suelo puede determinar en buena medida la vida media
del tensioactivo en el mismo. Asi, cuando el LAS se aplica disuelto en agua o en lodos bien
mezclados con el suelo la vida media del compuesto en el suelo resulta considerablemente
inferior a la registrada tras adiciones de LAS contenido en lodos con fuerte presencia de

agregados.

Las medidas de densidad y biomasa microbiana suelen presentar un elevado grado
de estacionalidad, generalmente caracterizada por maximos valores en primavera y verano
y minimos en invierno (Bardgett et al., 1999). En este contexto, numerosos estudios previos
han puesto de manifiesto el desarrollo de maximos primaverales de crecimiento, densidad y
actividad microbiana en muy distintos tipos de suelos (Ritz and Robinson, 1988,
Sarathchangra et al., 1988, Patra et al., 1990, Ross et al., 1995, Toniutti et al., 1999). De
acuerdo con esto, la mayor velocidad de biotrnasformacion se registr6 en verano y
primavera, cuando los niameros de microorganismos en el suelo fueron mas elevados y la

temperatura ambiente mas alta. Por el contrario, el proceso de biotransformacion resultd
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menos intenso en otofio y, sobre todo, en invierno, bajo el efecto de bajas temperaturas y
con un menor nimero de microorganismos. En esta estacion fria se registraron también
tiempos mas prolongados de aclimatacion de la comunidad microbiana al vertido. En este
sentido, nuestros resultados son coincidentes con las observaciones de Prats et al., (2006),
quienes pusieron de manifiesto el papel de la temperatura como agente determinante de los
tiempos de aclimatacion y de la vida media del LAS en el suelo. Es precisamente durante el
transcurso de las estaciones mas frias cuando el LAS vertido y no biodegradado en las
capas superficiales puede ser transportado disuelto en el agua hasta estratos mas
profundos, dando lugar a perfiles de distribucion algo mas homogéneos (Fig 4.1). De esta
manera, nuestros resultados parecen indicar, que la biodisponibilidad y biodegradabilidad
del LAS no sélo dependen del porcentaje de LAS aportado y de sus caracteristicas
moleculares como apuntaban Litz et al. (1987), Schoberl et al. (1988), Knaebel et al. (1990)
y Nielsen et al. (2004), sino que también puede depender de otros factores del suelo tales

como la temperatura.

A las concentraciones de LAS adicionadas, que se corresponden con aquellas
tipicamente encontradas en lodos de depuradora (Jensen, 1999), no se detectaron en
ningun caso efectos nocivos del surfactante sobre el recuento de microorganismos
heterotrofos cultivables. Por el contrario, se ha encontrado una relacion directa entre la tasa
de biotransformacién del LAS y la densidad de microorganismos en el suelo (Fig 4.4),
coincidente con las observaciones experimentales de Jurado et al. (2006). Asimismo, y de
acuerdo con los resultados obtenidos por Finge and Schoberl (1989), Kneabel et al. (1990),
Holt et al. (1989), Larson et al. (1989), Marcomini et al. (1989), Waters et al. (1989), Brandt
et al. (2003) y Jacobsen et al. (2004), nuestro estudio pone de manifiesto que una vez se ha
aplicado el LAS al suelo de labor éste es rapidamente transformado y no sufre procesos de
acumulacion de afio en afo. Estos resultados son congruentes con las apreciaciones de
autores como Atlas and Bartha (2002), segun los cuales el LAS constituye una molécula
sintética de biodegradacion sencilla si se compara con los surfactantes que le precedieron

(BAB/BABS), de caracteristicas mas refractarias frente a la biodegradacion.
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Aislamiento de microorganismos a partir de suelo agricola adicionado de LAS

La fertilidad de un suelo agricola esta intimamente ligada a su microbiota particular y
a las relaciones que existen entre los grupos microbianos involucrados en los ciclos de los
nutrientes, los cuales son esenciales para el funcionamiento y la evolucién normales del
suelo (Paul, 2006). En este contexto, el principal efecto bioldgico del LAS consiste en la
disrupcién de biomembranas y la desnaturalizacion de proteinas. En los microorganismos,
la adsorcion del LAS produce la despolarizacibn de las membranas celulares v,
consecuentemente, reduce la adsorcion de nutrientes y modifica la liberacién de sustancias
del metabolismo celular. Jensen (1999) detectd estos efectos a concentraciones de LAS
entre 10-50 mg LAS/kg de suelo. De acuerdo con los resultados de nuestros experimentos,
podemos sugerir que la adicion de LAS a un suelo agricola afecta a la viabilidad de la
microbiota y a la diversidad de las bacterias heterotréficas cultivables. De esta manera, se
puede considerar que dosis a partir de 50 mg/l de LAS afectan de forma negativa a
determinados microorganismos del suelo. Conclusiones similares han sido previamente
sugeridas por Wilke (1997).

Hartmann (1996) sugiere que las bacterias Gram positivas son mas susceptibles a
los Sulfonatos de Alquilbenceno Lineales (LAS) que las bacterias Gram negativas,
posiblemente debido a que la membrana externa que protege a estos microorganismos les
permite resistir concentraciones mas elevadas de estos compuestos. Por el contrario, Lee
(1970) describié una mayor resistencia al LAS en las bacterias Gram positivas respecto a
las Gram negativas. Sin embargo, mas recientemente Elsgaard et al. (2001c) han
demostrado que ambos grupos de bacterias (Gram positivas y Gram negativas) son
susceptibles al LAS. En este contexto, nuestros estudios demuestran que tanto las bacterias
Gram positivas como Gram negativas interaccionan con el LAS en el suelo, y sugieren que
probablemente sean las bacterias Gram positivas las més sensibles a la aplicacion de este

tensioactivo.

De nuestras experiencias se desprende que existe un comportamiento diferencial de
ciertas bacterias aisladas a partir de suelos adicionados con 10 mg/l de LAS si son
sometidas a dosis de 50 mg/l de LAS. De esta manera, hay cepas como Bacillus cereus
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(LASO02 y LAS03) que resisten concentraciones de 10 mg/l de LAS pero no son capaces de
sobrevivir ante concentraciones de 50 mg/l de LAS. En resumen, frente al incremento de
concentracion de LAS en el suelo, se detecté una disminucién del crecimiento en algunas
cepas (Bacillus cereus, LAS02 y LASO03), tolerancia en otras (Staphylococcus epidermidis
LASO06 y LAS08, Acinetobacter sp. LAS04 y Pseudomonas aeruginosa LAS01) y, finalmente,
estimulacion del crecimiento en el caso concreto de las cepas de Pseudomonas sp.LASO05,
Delftia tsuharatensis LASO7 y Enterobacter aerogenes LAS09 ensayadas en nuestro estudio
(Fig 4.6 a 4.14). Por tanto, resulta evidente que la microbiota cultivable del suelo objeto de
estudio puede presentar distinta sensibilidad al LAS y, l6gicamente, el incremento de la
concentracion de este tensioactivo puede afectar a la biodiversidad del ecosistema.

Estas afirmaciones se pudieron comprobar de forma méas concluyente al incrementar
la concentracion de LAS en el suelo hasta alcanzar 500 mg/l. Solo Enterobacter aerogenes
LASO9 fue capaz de tolerar la presencia de esta concentracion de LAS en los medios de
cultivo, lo cual puso de manifiesto la alta capacidad de resistencia de este microorganismo a

una sustancia tensioactiva con una marcada actividad antibacteriana.

Pese a la alta resistencia de Enterobacter aerogenes LAS09 al LAS, este
microorganismo no parece que tenga la capacidad de utilizar este compuesto como Unica
fuente de carbono y energia (Fig 4.20). En definitiva, podemos hablar de una elevada
resistencia 6 tolerancia de Enterobacter aerogenes LASQ9 al LAS, factor este de una gran

importancia ambiental.

El proceso de biodegradacion aerébica del LAS ha sido descrito en diversas
ocasiones (VanGinkel, 1996; Marcomini et al., 2002). No obstante, su biotransformacion
anaerobica no ha sido demostrada claramente hasta el momento. Al ser el suelo un habitat
formado por muy diversos microambientes sometidos a distintas concentraciones de
oxigeno, podriamos sugerir que en ciertos microhabitats anaerobios o microaerofilos se
podria originar una cierta acumulacién de LAS, que determinaria un efecto téxico sobre la
microbiota bacteriana. En estos habitats con baja disponibilidad de O,, microorganismos
como Enterobacter spp. (anaerobios facultativos) encontrarian un medio favorable para su

enriquecimiento en detrimento de otros microorganismos. Ello podria afectar al equilibrio de
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los ciclos biogeoquimicos en estos microhabitat y en consecuencia afectar a la estabilidad

de estos sistemas.

Las curvas de crecimiento en medios de dializado de suelo realizadas para
Pseudomonas sp. LASO05, Delftia tsuharatensis LASQ7 y Enterobacter aerogenes LAS09
demuestran un incremento significativo de su crecimiento en presencia de 50 mg/l de LAS
(Fig 4.15, 4.16 y 4.17). Ademas, cepas bacterianas de estas mismas especies han sido
descritas como microorganismos que normalmente exhiben capacidad de biodegradacion de
compuestos aromaticos (Lopez et al., 2005). Los medios de dializado de suelo han sido
usados en multiples ocasiones en microbiologia ambiental, ya que reproducen con mas
fidelidad las condiciones encontradas por los microorganismos en el suelo que los medios
de cultivo convencionales (Gonzalez-Lépez and Vela, 1981). Por ello, el hecho de que estos
microorganismos vean favorecido su crecimiento en presencia de 50 mg/l de LAS al ser
cultivados en dichas condiciones, parece sugerir un efecto estimulante sobre su actividad
bioloégica en habitats naturales, conclusion que puede ser de importancia para entender los

efectos que ciertas concentraciones de LAS pueden ejercer sobre los suelos agricolas.

El efecto positivo que origind la presencia de LAS sobre el crecimiento de
Pseudomonas sp. LAS05, Delftia tsuharatensis LASO7 y Enterobacter aerogenes LAS09 en
medio de dializado de suelo, podria ser indicativo de la posible biotransformacion de estas
sustancias por los microorganismos para su empleo como fuentes de C y energia, o bien ser
debido a algun efecto indirecto sobre las condiciones de cultivo. Nuestros resultados no
parecen indicar que Pseudomonas sp. LASO5, Delftia tsuharatensis LASO7 y Enterobacter
aerogenes LASO09 posean la capacidad de biotransformar LAS en medios de dializado de
suelo (Fig 4.18, 4.19 y 4.20). Asi, la disminucién observada en la concentracion de LAS en
los medios de cultivo ocurre independientemente de la existencia o no de microorganismos
en el medio, asi como de la incubacion de los medios de cultivo con suspensiones
bacterianas vivas o muertas. Es por tanto previsible que la disminucion en la concentracion
de LAS sea mas atribuible a causas no relacionadas con la actividad biol6gica, tales como

procesos fisicos.
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Como ya se indic6 con anterioridad, el LAS puede ser degradado con cierta facilidad
por consorcios bacterianos bajo condiciones aerdbicas (VanGinkel, 1996; Hrsak and Grbic-
Galic, 1995; Hrsak, 1996; Jiménez et al., 1991; Sigoillot and Nguyen, 1990,1992). Sin
embargo, el LAS resulta dificil de degradar por un Gnico microorganismo en cultivo puro. A
diferencia de lo que ocurre en el caso de otros xenobiodticos (Somerville, 1978; Stevenson
and Leonardson, 1992; Pozo et al., 1995) la identidad de los consorcios responsables del

cometabolismo del LAS esta aun poco documentada.

Los medios de dializado de suelo se preparan introduciendo en membranas de
dialisis (corte molecular de 14 kDa) una determinada cantidad de suelo (normalmente 10g) y
éstas se disponen en 50 ml de agua destilada. Es bien conocido que el LAS sufre procesos
de adsorcion por la fraccion organica del suelo (Cserhati et al., 2002; Linz et al., 1987;
McAvoy et al., 1994). En base a todo ello, resulta posible sugerir que la disminucion de la
concentracion de LAS observada en los medios de dializado de suelo sea consecuencia de
la adsorcion que, a lo largo del tiempo, va teniendo lugar por la materia organica presente en

el suelo utilizado para la preparacion de los medios de cultivo.

Si bien nuestros resultados indican que Pseudomonas sp. LASO05, Delftia
tsuharatensis LASO7 y Enterobacter aerogenes LAS09 no poseen la capacidad para
biotransformar LAS bajo las condiciones de este estudio, resulta también evidente que el
crecimiento de estos microorganismos se estimula al ser cultivados en medios de dializado
de suelo enriquecidos con 50mg/l de LAS (Fig 4.15, 4.16 y 4.17). La causa de este hecho
puede encontrarse en el incremento de algunos nutrientes liberados desde el suelo tras la
adicion del tensioactivo. En este sentido, los medios de dializado de suelo son sistemas
oligotréficos (Gonzalez-Lopez and Vela, 1981) en los que el crecimiento microbiano se
encuentra limitado no solamente por la disponibilidad de carbono, sino especialmente por la
cantidad de fosforo. Asi, incrementos en la concentracion disponible de estos nutrientes

pueden determinar efectos claramente positivos sobre el crecimiento bacteriano.

El P es ampliamente reconocido como factor limitante en el crecimiento microbiano
del suelo (Garcia et al., 2003). Nuestros resultados demuestran que la adicion de LAS a los
medios de dializado de suelo determina un incremento de los compuestos fosforados
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solubles en el sobrenadante, lo cual origina una mayor disponibilidad de estos para los
microorganismos (Fig 4.22). Posiblemente, este efecto es consecuencia de la capacidad
tensioactiva del LAS. De esta manera, al ser Pseudomonas sp. LAS05, Delftia tsuharatensis
LASO7 y Enterobacter aerogenes LAS09 microorganismos capaces de tolerar una
concentracién de 50 mg/l de LAS en el medio de cultivo, y al favorecer este compuesto
tensioactivo la liberacién y solubilizacién de determinados nutrientes, el resultado final es
una mayor disponibilidad de los mismos en el medio, que favorece el crecimiento de las
cepas estudiadas. Esta consecuencia de las propiedades surfactantes del LAS sobre la
movilizacién de nutrientes desde el suelo ha sido propuesta previamente por Elsgaard et al.
(2001c).

Estudios de biotransformacién e impacto del LAS mediante el empleo de

microcosmos edaficos

De todos los parametros que aportan informacion sobre la calidad de un suelo, los
relativos a su composicion biolégica y actividad metabolica son los que presentan una mayor
sensibilidad frente a procesos de contaminacion (Garcia et al., 2003). Como contraposicion,
las componentes fisica y quimica del suelo pueden considerarse relativamente estables, de
forma que cualquier impacto en el suelo es detectado en primer lugar por variaciones en su
dinAmica biolégica. En este contexto, nuestro estudio en microcosmos edéficos
experimentales sobre el proceso de biotransformacion del LAS y su impacto sobre la
comunidad microbiana permitid diferenciar distintos tipos de respuestas de los

microorganismos frente a la presencia de LAS en el suelo.

El hecho de que, bajo las mismas condiciones ambientales y caracteristicas edéficas,
la concentracién de LAS en los microcosmos A (columnas previamente autoclavadas) fuera
significativamente superior a la medida en los microcosmos B (columnas sin esterilizar) puso
de manifiesto el proceso de biotransformacion del surfactante (Figs. 4.24 y 4.25). Este
proceso alcanz6 su mayor intensidad a partir de los 14 dias de experimentacion en el caso
del ensayo con 10 mg/l de LAS, y a partir de los 7 cuando se usaba un influente adicionado
de 50 mg/l.
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De forma analoga a los resultados obtenidos en nuestra serie de estudios de campo,
el LAS afiadido a los distintos microcosmos edéaficos a través del influente quedd
preferentemente retenido en la zona superior de la columna. Estudios elaborados en
microcosmos de similares caracteristicas a los aqui empleados (Jacobsen et al., 2004),
revelaron el mismo patrén de distribucion del tensioactivo en la columna experimental, con
maximas concentraciones registradas en los primeros 15 cm y un transporte no significativo
hacia las capas inferiores. El hecho de no encontrar concentraciones significativas de LAS
en las capas profundas de los microcosmos se debe principalmente al rapido proceso de
biotransformacion que el compuesto sufre en la zona superior del suelo, tal como quedd6
puesto de manifiesto en apartados anteriores de este estudio (ensayo in situ). El primer
homologo de degradacion del LAS registrado en el efluente del microcosmos A fue el C10
(Fig 4.23), debido a que los homdélogos de cadena mas larga resultan méas facilmente
biodegradables cuando se encuentran en el agua intersticial, y una vez adsorbidos a las
particulas edéficas son retenidos con mayor fuerza que los homélogos de cadena corta.
Jacobsen et al. (2004) obtienen resultados similares, obteniendo las mayores vidas medias

para los homadlogos de cadena larga retenidos en las capas superiores del microcosmos.

Nuestros resultados revelan que existe una relacion directa entre la concentracion de
LAS en el influente vertido sobre los microcosmos y el recuento de microorganismos
heterotrofos cultivables detectados en estos sistemas. De esta manera, los recuentos
efectuados (principalmente en medio TSA 10%) a partir de las muestras recogidas en las
zonas superiores de los microcosmos sometidos a influentes adicionados de distintas
concentraciones de LAS (10 y 50 mg/l de LAS), siempre fueron significativamente superiores
a aquellos realizados sobre muestras procedentes de los microcosmos que sélo recibian
agua (microcosmos C) (Fig 4.26 y 4.27). De igual manera, el recuento de microorganismos
en las columnas tratadas con influentes adicionados de 50 mg/l de LAS fue
significativamente superior a la registrada en las columnas sometidas a influentes
adicionados con 10 mg/l de LAS (Fig 4.28 y 4.29). Tras un vertido de lodos con altas
concentraciones de LAS, Brandt et al. (2003) describieron incrementos significativos en la
comunidad microbiana heterotrofica del suelo solapados con la degradacion del 90% del
surfactante adicionado. En el mismo estudio se muestra una estimulacion de la actividad
microbiana en el area de suelo que rodea al lodo vertido. Jurado el al., (2006) observaron,
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bajo condiciones experimentales in vitro, incrementos importantes en el nimero de bacterias
en comunidades microbianas expuestas a la presencia de diferentes concentraciones de
LAS. En este mismo contexto, Vinther et al. (2003) demostraron que la adicion de LAS
(174mg/kg) al suelo puede generar un notable incremento en el nimero total de las
bacterias del suelo, en comparacion con los valores de un suelo control libre de LAS. Segun
estos autores, el mencionado incremento podria ser atribuido al uso de LAS como fuente de
carbono y al efecto que el LAS produciria sobre la liberacion de bacterias adheridas a las

particulas del suelo.

Actividades enzimaticas

El suelo constituye un sistema vivo en el que buena parte de la actividad bioquimica
es desarrollada por medio de procesos enzimaticos (Overbeck, 1991; Stryler, 1995). La
medida de la actividad enzimatica en el suelo permite inferir la calidad del sistema y es
generalmente utilizada como un adecuado indicador de la actividad microbiana del mismo
(Sinsabauh, 1994; Garcia et al.,, 2003). Ademas es un indicador de cambios en las
propiedades del suelo inducidos por la adicibn de compuestos antropogénicos (Lobo et al.,
2000).

Nuestro estudio con microcosmos edaficos ha revelado que las actividades
enzimaticas fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y arilsulfatasa se caracterizaron por un patréon
de distribucion espacio-temporal paralelo al del recuento de microorganismos cultivables
heterétrofos en las columnas experimentales, tanto en el ensayo con 10 mg/l de LAS como
en el de 50 mg/l de LAS, de manera que los maximos valores de actividad enzimatica
siempre fueron medidos en la zona superior de las columnas y se correlacionaron

positivamente con el nUmero de microorganismos (Tabla 4.5).

Si bien en el ensayo con un influente adicionado de 10 mg/l de LAS se pudo observar
que los valores medidos para las actividades enziméticas fosfatasa &cida y alcalina
resultaron siempre superiores en los microcosmos tipo B (con LAS) que en los tipo C (sin
LAS), estas diferencias no llegaron nunca a ser estadisticamente significativas. Por el
contrario, la actividad arilsulfatasa si present6 diferencias significativas entre las muestras
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tratadas con LAS y en ausencia de LAS. La aplicacion de mayores concentraciones de LAS
en el influente (50 mg/l LAS) resulté en valores mas elevados de las actividades enziméaticas
fosfatasa &cida, alcalina y arilsulfatasa, y en patrones de distribuciéon espacial y temporal
caracterizados por maximos de actividad mas tempranos e intensos que en el caso del
ensayo con un influente adicionado de 10 mg/l de LAS. Ademas, en este caso las
diferencias entre los valores medidos para las actividades fosfatasa acida y arilsulfatasa en

los microcosmos tipo B y C siempre fueron estadisticamente significativas (Fig 4.34 y 4.36).

A pesar de que ciertos estudios previos (Elsgaard et al., 2001b) sugerian una cierta
insensibilidad de la actividad arilsulfatasa frente a la adicion de LAS, nuestros resultados
han puesto de manifiesto que, en nuestro suelo experimental, el valor de esta actividad
enzimética crece de forma significativa en presencia de LAS. Una mayor limitacion del
crecimiento bacteriano por formas bioasimilables del azufre en nuestro suelo frente al
considerado por Elsgaard et al. (2001b) puede estar en la base de estas diferencias. Asi, la
actividad arilsufatasa podria estar involucrada en el uso de la molécula organica del LAS
para liberar de esta manera el azufre unido a su anillo bencénico, permitiendo a los
microorganismos no sélo satisfacer su necesidad en azufre en forma bioasimilable (Dogson
et al.,, 1982) sino también colaborar de forma significativa en la biotransformacion del
compuesto xenobiotico (Kertesz et al., 1994). De hecho, bacterias del género Pseudomonas
(susceptible de producir sulfatasas extracelulares, Gonzélez et al., 2003) han sido
previamente descritas como importantes piezas en el consorcio responsable de la
biotransformacion del LAS (Swisher, 1987; Jiménez et al., 1991). Precisamente, hoy se
investiga la posibilidad de uso de bacterias de este mismo género para incrementar la
capacidad de movilizar las diferentes formas de S-organico y de esta forma acelerar in situ

el ciclo biogeoquimico y mejorar la fertilidad de los suelos agricolas (Gonzalez et al., 2003).

En un medio oligotréfico como nuestro suelo experimental, el continuo lavado de
nutrientes (disueltos en el agua y/o emulsionados por el LAS) a través del efluente de los
microcosmos edéficos, asi como la creciente presion sobre los recursos nutricionales
inducida por el aumento en el nimero de microorganismos cultivables, puede resultar en
una importante limitacion del crecimiento microbiano por carencia de fosfato en las
columnas edaficas. De hecho, nuestros resultados ponen de manifiesto que la concentracion
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de fosfato en el efluente de los microcosmos sometidos a entradas de 50 mg/l de LAS era
sensiblemente inferior al de los microcosmos con influentes de 10 mg/l de LAS, debido a
que en los primeros el ndmero de microorganismos cultivables heterétrofos era
significativamente superior a los segundos vy, por tanto, también lo era la presion sobre el
fosfato (Fig 4.38). Ante esta limitacion, las bacterias respondieron incrementando la
actividad extracelular fosfatasa (principalmente fosfatasa acida) para favorecer de esta
manera la obtencién de formas inorganicas asimilables de fésforo (i6n fosfato) a partir de

formas orgéanicas fosforadas (Speir and Ross, 1978; Dick, 1997; Criquet et al., 2004).

El efecto de la disminucion de fosfato por lavado en los microcosmos edéficos a lo
largo del periodo de estudio queddé puesto de manifiesto por la relacion positiva y
estadisticamente significativa encontrada entre el nimero de microorganismos cultivables y
la actividad fosfatasa (principalmente alcalina) en los microcosmos tipo C. Ninguna otra
actividad enzimatica, con la sola excepcion de la arisulfatasa en la zona superior del
microcosmos sometido a un influente de 10 mg/l de LAS, se relaciond de forma significativa

con el numero de microorganismos cultivables en los microcosmos de tipo C (Tabla 4.5).

Las actividades arilsulfatasa y fosfatasa son consideradas como “parametros
especificos” puesto que corresponden a reacciones concretas mediadas por determinados
grupos bacterianos y son dependientes de sustratos especificos. Por el contrario, la
actividad deshidrogenasa es considerada como una determinacion “general” ya que su
medida permite tener una idea de los procesos microbianos que se producen en el suelo de
manera global (Tabatai, 1994; Garcia et al., 2003). Nuestros resultados demuestran que la
actividad deshidrogenasa disminuye ligeramente en los microcosmos edaficos a medida que
estos recibian influentes adicionados de LAS, estando, esta actividad correlacionada de
forma negativa y estadisticamente significativa con el recuento de microorganismos
cultivables en la zona superior de los microcosmos, mientras que no se detectd relacion
estadisticamente significativa alguna entre los recuentos de microorganismos y la actividad
deshidrogenasa en los microcosmos tipo C (Tabla 4.5). Estudios previos, como los
desarrollados por Malcomes and Woélher (1983) y Elsgaard et al. (2001a), demostraron una
disminucion similar de la actividad deshidrogenasa en presencia de concentraciones

crecientes de LAS. Estos resultados sugieren un cierto efecto negativo del xenobiotico sobre
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los procesos microbianos del suelo a nivel general, a pesar de que la presencia de LAS
favorece otros procesos mas especificos, dependientes de especies o0 grupos de
microorganismos concretos (Van Straalen and Van Gestel, 1993). Margesin and Schinner
(1998) demostraron que la presencia de otro surfactante anidénico (SDS) inhibia de forma
efectiva la actividad deshidrogenasa del suelo, de manera que la actividad enzimatica sélo
aumenté cuando se alcanz6 el 90% de degradacion de surfactante. El mismo estudio
concluye gque la medida de la actividad deshidrogenasa puede ser considerada, por tanto,
como un método especialmente apropiado para la monitorizacion de procesos de

contaminacién de suelos por surfactantes anioénicos.

Estudios de biodiversidad en los microcosmos edéaficos ensayados

Las actividades microbianas son responsables de los ciclos biogeoquimicos que
tienen lugar en el suelo. Por tanto, la diversidad de los microrganismos es considerada
crucial para la fertilidad y funcion del suelo, lo que hace necesario estudiar la variabilidad
espacial y temporal de la estructura y funcion de las comunidades microbianas en respuesta
a factores externos, tales como las practicas agricolas, los factores climaticos o la

introduccion de contaminantes (Smalla et al., 2007).

En los ultimos afios, la aplicaciéon de técnicas independientes de cultivo al estudio de
la biologia de los suelos ha supuesto un notable avance en el conocimiento acerca de la
ecologia microbiana de los mismos (Kirk et al., 2004). El uso de estas técnicas puede
contribuir de forma decisiva al conocimiento de grupos funcionales de microorganismos que
juegan un papel importante en el proceso de biotransformacién de contaminantes
xenobidticos. De igual modo, pueden ser Utiles en la identificacién de aquellos otros grupos
funcionales que potencialmente son afectados por la presencia del contaminante. Debido a
ello, en este estudio se considerd esencial el empleo de un método independiente de cultivo
para profundizar en el conocimiento del efecto del LAS sobre la biodiversidad del suelo,
usando para ello la metodologia PCR-TGGE, basada en la amplificacion y secuenciacion
parcial del gen codificante del ARNr 16S, que ha sido ampliamente empleada con fines
similares en los ultimos afos (Felske et al., 1999; Gomes et al., 2001; Heuer et al., 2001,
Brimmer et al., 2003; Vilchez et al., 2007; Molina-Mufioz et al., 2007).
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De esta manera, con el objetivo de evaluar el impacto del LAS sobre la biodiversidad
microbiana del suelo experimental contenido en los microcosmos edaficos, se realizaron
estudios de los perfiles de biodiversidad del conjunto de la comunidad de las Eubacterias vy,
ademas, se obtuvieron perfiles especificos de algunos de los grupos funcionales bacterianos
mas representativos del suelo (Alfa-proteobacterias, Beta-proteobacterias, Acidobacterias,
Bacterias Gram positivas de alto G+C, y Beta-proteobacterias oxidadoras de amonio)
usando para ello cebadores especificos para cada grupo (ver 3.3.8.2 de Material y
Métodos).

Aunque la técnica TGGE no es cuantitativa, diversos estudios han constatado que
esta metodologia so6lo es capaz de detectar poblaciones que constituyan, como minimo, un
1% de la comunidad total (Muyzer and Smalla, 1998). Este umbral limita la deteccion de
ADN amplificado a partir de células muertas o poblaciones poco numerosas, por lo que se
ha de considerar que las bandas presentes en los perfiles de TGGE son representantes de
las poblaciones mayoritarias del suelo, cuyos genes para el ARN 16S se encuentran en las
concentraciones mas altas (Lawrence et al., 2004). Si bien es evidente que esta técnica
tiene limitaciones que impiden el conocimiento de la diversidad completa de un habitat tan
complejo como el suelo, su gran aportacion es la posibilidad que ofrece para analizar y
comparar simultaneamente un nimero elevado de muestras, siendo una herramienta muy

valiosa en estudios ecoldgicos (Smalla et al., 2007).

Los estudios hasta ahora realizados acerca del efecto del LAS sobre las microbiota
del suelo se han basado sobre todo en la evaluacién global de la actividad microbiana
mediante la estimacion de la respiracién basal e inducida por sustrato, asi como de ciertas
actividades enzimaticas y perfiles fisiologicos (Elsgaard et al., 2001a; Brandt et al., 2003;
Vinther et al., 2003). Sin embargo, los estudios sobre la composicion especifica de la
comunidad bacteriana heterotréfica en suelos expuestos al LAS son aiun muy escasos
(Elsgaard et al., 2001c), y no existen referencias bibliogréaficas relativas a la evaluacion del
impacto del LAS sobre la composicion de la comunidad microbiana del suelo que estén
basados en la aplicacion de técnicas moleculares. Por tanto, la aproximacion experimental
utilizada en este trabajo y basada en el analisis pormenorizado del impacto del LAS sobre
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distintos grupos funcionales bacterianos supone un novedoso avance en esta linea de

investigacion.

Un primer estudio general sobre el perfil de biodiversidad del conjunto de la
comunidad de las Eubacterias puso de manifiesto un patrén complejo por el elevado nimero
de bandas obtenidas y por la similitud en los perfiles correspondientes a las distintas
muestras de suelo (Fig 4.39). El analisis del dendrograma generado de este gel segreg6 las
muestras en tres clusters (Fig 4.40): (i) aquellas que habian sufrido la presencia de LAS a
elevada concentracion (50 mg/l) durante 21 dias, (ii) aquellos que habian tenido contacto
con el LAS a distintas concentraciones y durante diferentes tiempos y, por ultimo, (iii)
aquellos otros que no habian mantenido nunca contacto con el surfactante. Son observables
variaciones de la intensidad de las bandas, en especial en el suelo tratado con la
concentracion mas alta de LAS durante 21 dias. No obstante, no se apreciaron cambios
drasticos de los patrones de bandas en aquellas muestras de suelo tratadas con LAS
(microcosmos B) respecto a las muestras no tratadas (microcosmos C). Por todo ello, de
este primer anadlisis podemos concluir que la presencia de LAS induce variaciones
significativas en los perfiles de biodiversidad (especialmente a la concentracion mas alta
ensayada), si bien no parece tener efectos negativos radicales sobre la comunidad de

Eubacterias.

Al objeto de estudiar en mayor profundidad las variaciones producidas en las
comunidades microbianas de los microcosmos tratados con LAS, se efectuaron estudios de
la diversidad de comunidades de grupos especificos de microorganismos del suelo. Estos
estudios incluyeron el andlisis detallado de 4 de los grupos de microorganismos procariotas
considerados mas abundantes en el suelo: Alfa y Beta proteobacterias, bacterias Gram-

positivas de alto G+C y Acidobacterias (Buckley and Schmidt, 2003).

Las Proteobacterias son con frecuencia referenciadas como el grupo mas abundante
de bacterias presentes en el suelo (Sun et al.,, 2004, Zhou et al., 2007). Dentro de las
Proteobacterias, las Alfa-proteobacterias a su vez se observan usualmente como el grupo
dominante (Buckley and Schmidt., 2003, Lipson and Schmidt., 2004). Por esta razon, en
este trabajo se incluyo el estudio de las comunidades de las Alfa y Beta-proteobacterias
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basado en el empleo de cebadores especificos para estos grupos microbianos, previamente
descritos y utilizados con éxito en otros estudios moleculares de la diversidad de suelos
(Gomes et al., 2001). Sin embargo, en el curso de este estudio el cebador para las Beta-
proteobacterias no proporcioné la especificidad necesaria, a pesar de haber sido aplicadas
en las reacciones de PCR las mismas condiciones descritas en trabajos previamente
publicados (Gomes et al., 2001). Una de las dificultades existentes para el empleo de dicho
cebador en este estudio fue la necesidad de utilizar su reverso complementario para poder
abarcar la region hipervariable V3, empleada como diana para la generacion de los perfiles
de TGGE. Es probable que el empleo del cebador reverso complementario requiera un
reajuste adicional de las condiciones de la reacciébn de PCR para evitar amplificaciones
inespecificas. La puesta a punto de las condiciones de PCR que garanticen una mayor
especificidad, o incluso el disefio de nuevos cebadores especificos del grupo de las Beta-
proteobacterias que permitan trabajar mas adecuadamente con la region V3, son opciones
que superan los limites de los objetivos propuestos en este trabajo, aunque seran

contempladas en futuros estudios.

En lo referente al estudio de las comunidades de Alfa-proteobacterias en los
microcosmos analizados, los perfiles de TGGE obtenidos tuvieron una complejidad
considerablemente inferior a la de aquellos generados mediante los cebadores universales
para las Eubacterias (Fig 4.43). De este modo, fue posible la identificacion de un alto
namero de las poblaciones representadas en el gel, que demostré la dominancia en el suelo
analizado de poblaciones relacionadas con géneros de las familias Rhizobiaceae,
Methylocystaceae, Hyphomicrobiaceae, Rhodospirillaceae, Brucellaceae, Bradyrhizobiaceae
y Caulobacteraceae, todas ellas consideradas comunes en el suelo (Garrity, 2005; Sait et
al., 2002).

En el caso de las Alfa-proteobacterias, el andlisis de clusters de los perfiles
generados demostré una clara influencia del tratamiento con LAS (a las dos concentraciones
ensayadas) sobre la diversidad de las poblaciones microbianas afiliadas a este grupo
existentes en el suelo (Fig 4.44). La adicion continua de LAS provoc6 cambios significativos
de la composicion de esta comunidad microbiana, particularmente en la zona superior de los
microcosmos, donde se aprecia el acusado impacto del xenobidtico por el importante
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incremento de la intensidad de una de las bandas detectadas (banda 09b). La secuencia de
la banda 09b y de todas las que migraron a su misma altura en el gel se identific6 como
filogenéticamente préxima al género Phenylobacterium (Familia Caulobacteraceae). La
Gltima edicién del Manual Bergey's de Sistematica Bacteriana sélo reconoce una especie
dentro del género, P. immobile (Eberspacher, 2005), aunque actualmente existen otras tres
especies validadas (P. lituiforme, P. koreense, P. falsum) y dos no validadas (P. mobile, P.
zucineum) afiliadas al mismo género, todas ellas de muy reciente descripcion (Ke et al.,
2003, Kanso and Patel, 2004, Aslam et al., 2005, Tiago et al., 2005, Zhang et al., 2007).
Todas las especies de Phenylobacterium descritas hasta la fecha han sido aisladas de suelo
0 aguas, a excepcion de P. zucineum que es un patdgeno intracelular humano (Zhang et al.,
2007).

La secuencia de la region V3 correspondiente a la poblacion representada por la
banda 09b se agrup6 en el mismo cluster que las especies Phenylobacterium koreense y P.
falsum y la especie no validada P. mobile. La secuencia de otra banda presente en todas las
muestras analizadas (banda 07a/05b) también se relaciono con el género Phenylobacterium,
si bien esta banda no sufrié variaciones significativas de su intensidad relacionadas con el
tratamiento con LAS, y su secuencia se agrupd en el mismo cluster que la especie tipo P.
immobile y la especie P. lituiforme, aislada de aguas termales (Kanso and Patel, 2004). Por
tanto, parece evidente que el efecto del LAS sobre Phenylobacterium se limita a

determinadas poblaciones de este género.

Aunque el TGGE no es una técnica cuantitativa debido a que esta influenciada por la
reaccion de PCR, las variaciones de la intensidad de una misma banda en las diferentes
muestras estan directamente relacionadas con cambios en su abundancia relativa en la
composicion de la comunidad bacteriana (Briiggemann et al., 2000; Stamper et al., 2003; Lin
et al.,, 2005). En comunidades microbianas de enorme complejidad y diversidad genética,
como es el caso de las existentes en el suelo, los perfiles moleculares generados mediante
métodos que se fundamentan en la amplificacion con cebadores universales pueden
contener bandas sencillas compuestas por varias secuencias diferentes solapadas entre si.
De esta manera, las bandas de gran intensidad pueden no ser causadas por
concentraciones elevadas de un solo gen en el ADN molde, sino por contribuciones de mas
de una poblacion a una sola banda (Schmalenberger and Tebbe, 2003). En nuestro estudio,
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hemos de descartar que este sea el caso de la banda 09b correspondiente a los perfiles de
TGGE para las Alfa-proteobacterias, puesto que la banda extraida del gel y reamplificada
generd una secuencia Unica, e idéntica a la de las bandas que migraron a la misma altura
del gel en otras muestras. Por tanto, la alta intensidad de la banda parece corresponder a
una elevada representacion de individuos de esa poblacion (relacionada con
Phenylobacterium koreense/P. falsum) en la muestra de suelo correspondiente a la parte
superior del microcosmos B tratado con 50 mg/l de LAS durante 21 dias. El incremento en la
intensidad de la banda correspondiente a la altura de 09b, a medida que aumenta la
concentracion de LAS aplicada y la duracién del tratamiento, sugieren que el LAS actla
favoreciendo el crecimiento selectivo de dicha poblacién, de manera que llega a convertirse
en mayoritaria dentro del grupo de las Alfa-proteobacterias, hasta el punto de enmascarar
casi por completo al resto de poblaciones de Alfa-protebacterias, que en estas condiciones
parecen suponer porcentajes de la comunidad por debajo del umbral de deteccion de la
técnica TGGE (<1%).%). A destacar que no se aprecia aumento de intensidad de bandas
situadas a la misma altura en el gel que la banda 09b en los muestreos realizados en la
zona inferior de las columnas, con excepcion del muestreo tras 21 dias de tratamiento con
50 mg/l de LAS (banda 08b), cuando la concentracién del surfactante en el suelo de la zona
inferior de las columnas del microcosmos estéril estd cercana a los 50 mg/kg suelo, a
diferencia del resto de muestreos realizados en la zona inferior de las columnas estériles,

donde la concentracion de LAS detectada es muy inferior (Figs. 4.24 y 4.25).

Todos estos datos sugieren la posibilidad de que la poblacion representada por la
banda 09b en el suelo estudiado tenga capacidad metabdlica para consumir LAS como
Unica fuente de C y energia, contando por tanto con una ventaja competitiva en el suelo, que
le permite convertirse en una poblacion numéricamente dominante tras el tratamiento
prolongado con LAS. Esta hipotesis estd ademdas sustentada por el hecho de que la
concentracion de LAS acumulado en la zona superior de los microcosmos estériles tratados
con 50 mg/l del surfactante durante 21 dias fue cercana a los 300 mg/kg de suelo,
concentracion que practicamente se redujo a cero en los microcosmos no estériles, que
estaban enriquecidos considerablemente en la poblacion representada por la banda 09b
(Fig. 4.25). Estos datos nos indican igualmente que la poblacion representada por la banda
09b y afiliada al género Phenylobacterium puede jugar un papel importante en la
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transformacion biolégica del LAS en el suelo estudiado, bajo las condiciones impuestas en
nuestros ensayos, si bien son necesarios estudios adicionales para confirmar

completamente esta hipétesis.

La descripcion del género Phenylobacterium actualmente recogida en la version mas
reciente del Manual Bergey’'s de Sistematica Bacteriana (2005) requiere de una urgente
revision, dado el nimero de especies recientemente descritas y validadas que no estan
incluidas en dicha descripcion, y las importantes diferencias observadas entre ellas, que
sugieren una variabilidad importante de estos microorganismos aun no totalmente conocida
(Kanso y Patel, 2004, Aslam et al., 2005, Tiago et al., 2005, Zhang et al., 2007). La especie
tipo, P. immobile, Unica recogida en el Manual Bergey's, se describe como un
microorganismo caracterizado por su alta especializacion nutricional, pues se trata de
bacterias que no emplean la mayoria de los azucares, alcoholes, aminoacidos y acidos
carboxilicos como fuentes de C (siendo por tanto incapaces de crecer en medios de cultivo
ordinarios), pero que crecen bien utilizando como fuente de C los compuestos aromaticos
cloridazén (herbicida) y antipirina (farmaco antipirético), asi como el aminoé&cido fenilalanina
(Eberspacher, 2005). No obstante, las especies P. falsum y P. lituiforme son
metabodlicamente mucho mas versétiles y son capaces de emplear una amplia gama de
compuestos como fuentes de C, y ni estas dos especies ni P. koreense crecen empleando
antipirina como fuente de C (Kanso and Patel, 2004, Aslam et al., 2005, Tiago et al., 2005).
Todas las especies descritas destacan por su baja tolerancia al sodio, con éptimos de

crecimiento a concentraciones por debajo del 0.05%.

Existe la descripcién de una cepa de Phenylobacterium (cepa G26) aislada de suelos
en China, que comparte las caracteristicas de alta especializacién nutricional de P.
immobile, estando documentada también su capacidad para utilizar LAS como Unica fuente
de C en cultivo puro (Ke et al., 2003). Esta cepa se ha identificado en el mismo articulo
como perteneciente a una nueva especie, P. mobile, si bien la publicacion correspondiente
esta disponible solamente en el idioma original (chino), y este nombre hasta la fecha no ha
sido adecuadamente validado. En el &rbol filogenético generado en este trabajo, la

secuencia correspondiente a la banda 09b (y a todas las bandas secuenciadas que migraron
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a la misma altura) se agrupa en el mismo cluster que la secuencia de P. mobile, junto a P.

falsum/P. koreense (Fig. 4.45).

La escasa versatilidad metabdlica de la mayoria de las especies descritas de
Phenylobacterium y su intolerancia al sodio explicarian la dificultad para aislar los
microorganismos correspondientes a la poblacién representada por la banda 09b en los
cultivos de enriquecimiento llevados a cabo en otras fases de este trabajo. Los datos
proporcionados por los estudios realizados a nivel molecular nos permitirdn en el futuro
disefiar un método de enriguecimiento y aislamiento adecuado, dirigido a conseguir el cultivo
bajo condiciones de laboratorio de cepas aisladas de la poblacion representada por la banda
09b, y determinar si poseen o no la capacidad de biodegradar parcial o totalmente el LAS
empleandolo como Unica fuente de C en cultivo puro. Como se ha mencionado con
anterioridad, estudios previos muestran la dificultad de esta molécula para ser degradada
por un unico microorganismo, siendo lo habitual su degradacion por consorcios microbianos
complejos (ver apartado 1.4.1.5. de la Introduccion), por lo que la caracterizacion de nuevas
cepas capaces de emplear el LAS en cultivo puro como Unica fuente de C y energia es de

gran interés.

Las bacterias Gram positivas de alto G+C corresponde a la clase Actinobacteria, que
constituye uno de los grupos bacterianos mas amplios y diversos del ecosistema edéfico, en
el cual cumplen como principal funcion ecolégica la descomposicion de la materia organica,
incluyendo la lignina y otros polimeros recalcitrantes (Heuer et al., 1997; McCarthy, 1987).
Las Actinobacterias comprenden entre otros el orden Actinomycetales, que consta hoy dia
de casi 200 géneros, y muchos de sus miembros desarrollan un micelio filamentoso. Una
caracteristica particular de los actinomicetales es que la reproduccién lleva a la formacion de

esporas, que son producidas en hifas especializadas (Taxonomy Browser ncbi).

El andlisis de los perfiles de TGGE especificos de este grupo realizados en el curso
del estudio indica que las comunidades de bacterias Gram positivas de alto G+C no se ven
influenciadas significativamente por el tratamiento continuado con LAS, a ninguna de las dos
concentraciones ensayadas (Fig. 4.46). Este resultado es coincidente con la ya conocida
resistencia de este grupo de organismos a la presencia de xenobidticos de diferente

213



5. Discusion

naturaleza en el suelo, tales como pesticidas, metales pesados o hidrocarburos derivados
del petréleo (Gremion et al., 2003; Saul et al., 2005; Paul et al., 2006).

Las Acidobacterias son descritas a menudo como las bacterias més abundantes en
estudios moleculares del ambiente edéfico (Stephanie et al., 2007; Janssen, 2006). En este
grupo, la divergencia del gen ARNr 16S es similar a la que encontramos dentro del grupo
metabodlicamente diverso de las Proteobacterias (Hugenholtz et al., 1998), lo cual, se
traduce en una amplia gama de capacidades metabdlicas por parte de las Acidobacterias
gue aun estan pobremente descritas. Debido a esto, la inclusibn del grupo de las
Acidobacterias en este estudio tiene un especial interés, ya que si bien hasta la fecha tan
sb6lo han sido descritas 4 especies cultivables afiliadas a este grupo, gracias a la
introduccion de las técnicas moleculares en ecologia microbiana en la ultima década se ha
probado que se trata de un Philum coherente y enormemente diverso, a la vez que de la
amplia distribucién en ambientes terrestres, teniendo gran relevancia en la composicion de
las comunidades bacterianas edéficas, de las que llega a constituir del 30 al 50% de los
organismos identificados en librerias de clones del gen codificante del ARNr 16S (Ludwig et
al., 1997; Barns et al., 1999; Dunbar et al., 1999; Quaiser et al., 2003; Lipson and Schmidt,
2004; Sun et al., 2004). El papel ecolégico de las Acidobacterias en los ecosistemas
terrestres se intuye por tanto equivalente al de las Proteobacterias y Firmicutes. Sin
embargo, el efecto sobre estos microorganismos de un compuesto xenobibtico como el LAS,
de extendida utilizacion y potencialmente téxico, ha permanecido hasta la fecha totalmente

inexplorado.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el LAS aplicado a los
microcosmos edaficos de manera continua y a las dos concentraciones ensayadas no tiene
un impacto significativo sobre la composicion de los perfiles de biodiversidad de este grupo
de bacterias (Fig. 4.47). Destaca ademas el hecho de que todas las secuencias de
Acidobacterias identificadas en este estudio se encuentran filogenéticamente alejadas de las
4 especies cultivables descritas en este grupo. Muchos de los estudios realizados en suelos
y basados en técnicas independientes de cultivo llegan a idénticas conclusiones,
corroborando la gran diversidad potencial de este grupo aun poco conocido de

microorganismos (Stephanie et al., 2007). La aparente inocuidad del LAS sobre este grupo
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bacteriano a las concentraciones aplicadas en nuestro estudio es por tanto un dato a tener
en cuenta en la evaluacién de la toxicidad de estos compuestos sobre la microbiota del
suelo.

Como colofén a los estudios del impacto del LAS sobre las comunidades microbianas
del suelo en los microcosmos, se tratd de investigar la biodiversidad de las Beta-
proteobacterias oxidadoras de amonio aplicando la técnica TGGE, basada en este caso en
la amplificacién parcial del gen estructural de la enzima amonio-monooxigenasa (gen
amoA). El estudio de las bacterias nitrificantes en suelos y aguas se ha beneficiado
particularmente con la introduccion de las técnicas de biologia molecular en el campo de la
ecologia microbiana, dado que este grupo de bacterias presenta algunas particularidades,
como es el hecho de que muchos de sus integrantes son especialmente dificiles de cultivar
bajo condiciones de laboratorio, y existen numerosos grupos filogenéticos que carecen de
representantes cultivables (Prosser, 2007). Por otro lado, la proximidad evolutiva del grupo
de las bacterias oxidadoras de amonio facilita el disefio de cebadores especificos de grupo
para la amplificacion de genes de interés como marcadores. Purkhold et al., (2000)
destacaron el valor taxondmico de la filogenia basada en amoA/AmoA, equivalente a la

obtenida a partir de las secuencias del gen codificante del ARNr 16S.

Diversos autores han empleado con éxito el gen amoA como marcador filogenético
para las Beta-proteobacterias oxidadoras de amonio en estudios publicados en afios
recientes (Horz et al., 2000; Layton et al., 2005; Nicolaisen and Ramsig, 2002; Oved et al.,
2001), incluyendo trabajos realizados por nuestro propio grupo de investigacion aplicados al
estudio de estos organismos en biopeliculas y fangos empleados para el tratamiento del
agua residual urbana (Gémez-Villalba et al., 2006; Molina-Mufioz., 2007). En el curso del
presente estudio, sin embargo, los perfiles de las comunidades oxidadoras de amonio
obtenidos a partir de suelos tratados o no con LAS mostraron escasas bandas y de muy
baja intensidad, a pesar de emplear una estrategia de PCR anidada y de concentrar las
muestras antes de su separacion electroféretica, impidiendo sacar conclusiones sobre el

efecto del xenobidtico en estas comunidades.
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Los resultados obtenidos sugieren que en el suelo empleado en el estudio existia
una escasa representacién de poblaciones de Beta-proteobacterias oxidadoras de amonio,
gue ha limitado la amplificacion de copias del gen amoA. (Fig 4.50). El suelo seleccionado
para los estudios era un suelo no cultivado, mantenido en barbecho durante un periodo
superior a 7 afios, pobre en materia organica y macronutrientes (N, P) (Tabla 3.7). Aunque
no esta totalmente esclarecida la interrelacion existente entre la estructura de la poblacion
de las oxidadoras de amonio y los factores medioambientales, las concentraciones de
nitrato, las tasas netas de nitrificacion y las estimaciones del nimero de bacterias
oxidadoras de amonio mediante la técnica del numero mas probable son por lo general
mucho mas elevadas en los suelos cultivados que en los no cultivados (Schmidt et al., 1982;
Bruns et al.,, 1999). En el suelo cultivado, las practicas de labranza y la fertilizacion
incrementan la disponibilidad de oxigeno, reduciendo el C organico disponible en el suelo al
fomentar su oxidacion, y favoreciendo el crecimiento de los organismos autotrofos aerobios
respecto a los heterétrofos. Por otra parte, la determinacion de las tasas de nitrificacion en
distintos suelos revela considerables variaciones, que se estiman vinculadas a una serie de
factores, entre los que destacan la concentracion de amonio del suelo, su temperatura, nivel

de humedad y la disponibilidad de oxigeno (Robertson, 1982).
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1. La distribucion espacial del LAS aplicado al suelo en el experimento de campo fue
heterogénea, registrandose siempre mayores concentraciones del compuesto en los
primeros estratos edaficos (hasta 10 cm de profundidad). Este patrén resultd
especialmente marcado durante la estacion estival, mientras que en las estaciones
mas humedas (especialmente en invierno) el surfactante alcanz6 estratos mas
profundos. La comunidad microbiana cultivable (heterétrofos aerobios) se distribuy6
espacialmente de manera analoga en el perfil vertical del suelo, registrandose
siempre los numeros méas elevados de microorganismos en las capas mas

superficiales del suelo, durante el desarrollo de todos los ensayos de campo.

2. EI LAS aplicado a la parcela experimental se vio sometido a un marcado proceso de
biotransformacion en los ensayos realizados durante las cuatro estaciones del afio,
alcanzando su practica extincion en el suelo tras un periodo maximo de 31 dias. Las
mayores tasas de biotransformacion se registraron en verano y primavera,
coincidiendo con los recuentos mas altos de microorganismos (heterétrofos aerobios)
y los valores mas elevados de temperatura ambiente. Por el contrario, el proceso de

biotransformacion resulté menos eficiente en otofio y, sobre todo, en invierno.

3. Las cepas Pseudomonas sp. LASO05, Delftia tsuharatensis LASO7 y Enterobacter
aerogenes LASQ9, aisladas del suelo a partir de cultivos de enriquecimiento en
presencia de 10 mg/l de LAS, se caracterizaron por una elevada resistencia a la
presencia del tensioactivo, siendo Enterobacter aerogenes LAS09 la cepa que

presenté mayor tolerancia (hasta 500 mg/l de LAS).

4. Las cepas LAS05, LAS0O7 y LAS09 no fueron capaces de utilizar el tensioactivo como
fuente de carbono y energia, cuando se incubaron en cultivo puro y en condiciones
aeroObicas en medios de dializado de suelo adicionados de 50 mg/l de LAS, aunque
el LAS determiné una estimulacion del crecimiento de las tres cepas, paralelamente
a un incremento de la disponibilidad de los nutrientes fosforados provocada por la
accion del LAS sobre el suelo contenido en los medios de cultivo. Este efecto del
LAS sobre la disponibilidad de fosfatos se corrobor6 en los experimentos realizados

en los sistemas de microcosmos edaficos.
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En los sistemas de microcosmos edaficos tratados de manera continua con
influentes adicionados de LAS, se puso de manifiesto la acumulacion del compuesto
a lo largo del tiempo en las columnas de suelo autoclavadas, mientras que en las
columnas de suelo no autoclavadas se registré una notable biotransformacién del
surfactante. En todos los casos, el LAS se acumul6 de forma preferencial en la zona
superior de los microcosmos, y en los microcosmos no autoclavados el nimero de
microoganismos cultivables (heter6trofos aerobios) fue siempre mas elevado en la
zona superior de las columnas. Por tanto, se repitieron los patrones de distribucion

espacial del LAS y de los microorganismos ya observados en los ensayos de campo.

El tratamiento de los microcosmos edaficos con un influente adicionado de LAS a la
concentracion de 50 mg/l determind un incremento significativo en el suelo del
namero total de microorganismos cultivables (heterétrofos aerobios) y de las
actividades enzimaticas fosfatasa é&cida, fosfatasa alcalina y arilsulfatasa, en
comparacion con los microcosmos no tratados con LAS. Sin embargo, se registraron
pocas Vvariaciones significativas de estos pardmetros cuando se aplico a los

microcosmos el influente adicionado de 10 mg/l de LAS.

En la zona superior de los microcosmos edaficos tratados con las dos
concentraciones de LAS, el numero de microorganismos cultivables (heterétrofos
aerobios) se correlacion6 de forma positiva y significativa con los valores de las
actividades enzimaticas fosfatasa acida, alcalina y arilsulfatasa, registrandose por el
contrario una relacién inversa y estadisticamente significativa con la actividad

deshidrogenasa.

Bajo las condiciones de este estudio, los perfiles de las comunidades microbianas
generados mediante la técnica independiente de cultivo TGGE demuestran que el
LAS no produjo variaciones significativas de la composicion de las comunidades de
bacterias Gram positivas de alto G+C y Acidobacterias del suelo en los microcosmos

edaficos, a ninguna de las dos concentraciones de surfactante ensayadas y a lo
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largo de la duracién total de los experimentos (21 dias). Por el contrario, las
comunidades de Alfa-proteobacterias se vieron significativamente alteradas en su
composicion en presencia de LAS, especialmente en la zona superior de los
microcosmos edéaficos, donde la adicidn del surfactante determiné el enriquecimiento
selectivo de una poblacién filogenéticamente relacionada con especies del género
Phenylobacterium (P.koreense, P. falsum, P. mobile). Dicho enriquecimiento fue mas
pronunciado a medida que se incrementd la concentracion de LAS y la duracién del

tratamiento.
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