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RESUMEN

Se aislaron bacterias con actividad biotransformadora de carbén de bajo rango (CBR)
a partir de muestras ambientales con presencia de residuos de carbén en la mina “El
Cerrején”. Se aislaron 75 morfotipos bacterianos de los cuales 32 presentaron cre-
cimiento en medio sélido minimo de sales con carbén a 5 %. Se disefio un protocolo
para la seleccién de los morfotipos con mayor actividad biotransformadora de CBR, el
protocolo incluye el aislamiento en un medio selectivo con CBR en polvo, pruebas
cualitativas y cuantitativas de solubilizacién de CBR en medios sélidos y liquido. El
mecanismo de solubilizacién en las cepas que producen mayores valores de sustancias
himicas (SH) estuvo asociado a cambios de pH en el medio, probablemente por la
produccién de sustancias alcalinas extracelulares. El mayor ndmero de aislamientos y
los aislamientos con mayor actividad solubilizadora sobre el CBR provienen de lodo
con alto contenido de residuos de carbén y las rizésferas de Typha domingensis y Cenchrus
ciliaris que crecen sobre sedimentos mezclados con particulas de carbén, este resultado
sugiere que la obtencién y capacidad de solubilizacién de CBR por parte de bacterias
puede estar relacionada con el microhdbitat donde se desarrollan las poblaciones.

Palabras clave: Solubilizacién, Typha domingensis, Cenchrus ciliaris, sustancias htimicas,
microhébitat.

ABSTRACT

Bacteria capable of low rank coal (LRC) biotransform were isolated from environmental
samples altered with coal in the mine “The Cerrejon”. A protocol was designed to select
strains more capable of LRC biotransform, the protocol includes isolation in a selective
medium with LRC powder, qualitative and quantitative tests for LRC solubilization in
solid and liquid culture medium. Of 75 bacterial strains isolated, 32 showed growth in
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minimal salts agar with 5 % carbon. The strains that produce higher values of humic
substances (HS) have a mechanism of solubilization associated with pH changes in the
culture medium, probably related to the production of extracellular alkaline substances
by bacteria. The largest number of strains and bacteria with more solubilizing activity
on LRC were isolated from sludge with high content of carbon residue and rhizosphere
of Typha domingensis and Cenchrus ciliaris grown on sediments mixed with carbon particles,
this result suggests that obtaining and solubilization capacity of LRC by bacteria may
be related to the microhabitat where the populations originated.

Key words: Solubilization, Typha domingensis, Cenchrus ciliaris, humic substances,
microhabitat.

INTRODUCCION

Los carbones de bajo rango (CBR) como el subbituminoso y el lignito, se originaron
mediante un proceso de carbonificacién incompleto; en el cual la lignina procedente de
restos vegetales se transformé parcialmente dando como resultado un material con
alto contenido de sustancias hdmicas (SH) (Schmiers y Ktipsel, 1997), debido a que los
factores que producen el proceso de carbonificacién son variables, el porcentaje de
CBR es distinto en cada veta. Durante la extracciéon de carbén en minas a cielo abierto
el CBRy el material rocoso son removidos y dejados en pilas de almacenamiento, que
posteriormente serdn usados en el relleno de la hondonada finalizado el proceso de
extraccion. Existe evidencia que el CBR puede ser biostransformado por accién de
diferentes hongos involucrados en la degradacién de la lignina (Hofrichter et al.,1999;
Fakoussa y Hofrichter, 1999; Yuan et al., 2006); y algunas bacterias como Escherichia
freundii, Pseudomonas rathonis, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces setoni, Pseudomonas
putida, Bacillus, Staphylococcus y Rhodococcus (Laborda et al., 1997; Machnikowska et al.,
2002; Pokorny et al., 2005), como producto de la biotransformacién se generan sustan-
cias con caracteristicas similares a las SH extraidas quimicamente (Filip y Kubat, 2001).
La biotransformacién se ha considerado como una alternativa potencial para el aprove-
chamiento del CBR, con el propésito de generar productos de valor agregado con va-
riadas aplicaciones como la obtencién de combustibles liquidos, moléculas para sintesis
quimica y la produccién de SH que pueden ser utilizadas como enmiendas orgénicas
para el suelo (Gianoulli et al., 2008).

Hasta la fecha, todas las bacterias biotransformadoras de carbén reportadas han sido
aisladas directamente de muestras de carbdn, tanto en su superficie como el interior
(Labordaetal., 1997; Pokorny et al., 2005; Bulankina et al., 2007; Yossifova et al., 2011).
El andlisis de material rocoso generado en la excavacién para la extraccién de carbén,
mezclado con particulas de lignito, ha demostrado que estas particulas de carbén ac-
tdan como la dnica fuente de materia orgdnica y puede ser degradado y utilizado por
los microorganismos en el suelo (Waschkies y Httl, 1999). En suelos reconstruidos en
minas de carbén clausuradas, se demostré que parte del carbono estabilizado en la
materia orgdnica humificada proviene de residuos del carbén (Dick et al., 2006);
Rumpel et al., 2001, demostraron que en suelos rehabilitados en antiguas minas de car-
bén, ademads de los aportes de residuos organicos provenientes de la vegetacién,
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también los residuos de lignito pueden ser humificados a razén de 0,25 g.kg de suelo™.
Afio, tras el establecimiento de la comunidad microbiana.

Considerando que la humificacién es un proceso mediado por la microbiota
(Masciandaro y Ceccanti, 1999), las anteriores evidencias conducen a pensar que en
microhdbitats influenciados por residuos de la mineria de carbén, se han establecido
microorganismos con capacidad para aprovechar estos residuos como fuente de car-
bono, mediante su biotransformacién. Bajo el anterior supuesto, se realizo el presente
trabajo de caracter exploratorio y descriptivo, cuyo objetivo fue determinar la presencia
de bacterias con capacidad para biotransformar CBR en sustratos con alto contenido
de carbén, en ambientes influenciados por las actividades de extraccién, lavado y alma-
cenamiento de carbén, con el propdsito de contribuir con el desarrollo de estrategias
de aprovechamiento del carbdn residual generado en las minas de carbén, como po-
sible fuente de materia organica para la rehabilitacién de suelos, mediante su biotrans-
formacion in situ.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS DE CARBON Y SUSTANCIAS HUMICAS

El CBR utilizado se colecté en el manto 40 del frente de extraccién denominado “Tajo
Patilla” en la mina “El Cerrején”, localizado a 11°05’45,54” latitud norte y 72°
40’66,55” longitud oeste, en el departamento de La Guajira. Las muestras fueron ta-
mizadas para obtener particulas de 2,36 mm y 300 pm y las particulas fueron este-
rilizadas en autoclave a 121 °C/15 |b por 15 minutos (Pyne et al., 1987).

Para el pretratamiento oxidativo las particulas de CBR se sumergieron en HNO3
(Machinikowska et al., 2002) 10 %, 48 horas, luego fueron lavadas con agua destilada
hasta retirar completamente la coloracién oscura del sobrenadante y esterilizadas a
121 °C/15 Ib por 15 minutos. Para la extraccién de las SH del CBR se sigui6 el proto-
colo descrito por Sharif, 2002, con modificaciones, usando como extractante NAOH
0,5 M, relacién 1/10 p/vy tiempo de reaccién de 10 h.a 100 °C.

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las bacterias fueron aisladas de diferentes zonas influenciadas por la actividad de
extraccioén, beneficio y almacenamiento de carbén en la mina “El Cerrej6n”, en una
zona de vida de bosque seco tropical con temperaturas del suelo entre los 27 y 30 °C.
Se colectaron 6 muestras: M1, carbén de bajo rango; M2 suelo del horizonte A co-
lectado a 20 cm de profundidad en un relicto de bosque nativo conservado, adyacente
al frente de extraccién de carbén; M3 sedimentos carbonosos procedente del lavado del
carbén; M4 rizésfera de Typha domingensis, una graminea que prolifera en dreas de
acumulacién de los sedimentos carbonosos procedentes del lavado del carbén; M5
rizésfera de Pasto Buffel (Cenchrus ciliaris), que coloniza un sustrato compuesto por
restos del material rocoso triturado que se genera en el proceso de excavacién, en mez-
cla con particulas de carbén que se fugan de un patio de almacenamiento de carbén
adyacente; M6 agua residual procedente del lavado de carbén. Se colectaron muestras
integradas por 3 submuestras de 500 gy se mantuvieron en refrigeracién a 4 °C hasta
su procesamiento en laboratorio.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS CON ACTIVIDAD BIOTRANSFORMADORA DE CBR

Para el aislamiento de las bacterias, las muestras fueron procesadas mediante dos téc-
nicas diferentes, siembra en superficie sin enriquecimiento (SSSE) y siembra en super-
ficie con enriquecimiento previo (SSCE). En la SSSE, a partir de 10g de cada muestra
en 90 ml de solucién salina (NaCl 0,85 %), se inocularon 100 pl de las diferentes
soluciones sobre agar nutritivo (Oxoid; sales g.L'"): Peptona 5,0, NaCl 5,0, extracto de
levadura 2,0, adicionado con CBR de tamafio 300 pm al 5 % (ANCS5) y se incubaron a
37 °C hasta conseguir el crecimiento del mayor nimero posible de colonias diferentes.
Para la SSCE, a partir de 10 g de cada muestra en 90 ml de solucién salina, se inocu-
laron 100 pL en dos medios de enriquecimiento; el medio uno caldo minimo de sales
con CBR a 5 % (CMSCS5; sales mg.L"): NHaNOs 2,5, KH2PO4 1,75, MgSO4 0,75,
K:HPO. 0,75, NaCl 0,25, ZnSO4 0,088, FeCls 0,08, CuSO4 0,016, MnCl, 0,014, MoOs
0,007, Co(NOs)2 0,005, CBR (300 pm) 5 g.L"); el medio dos fue caldo nutritivo con
CBR al 5 % (CN5); los cultivos de enriquecimiento se mantuvieron en agitacién a 350
rpm por 8 dias a 30 °C; posteriormente se realizaron diluciones seriadas y se sembraron
sobre dos medios de cultivo, en ANCS se sembraron las muestras del enriquecimiento
en CNS5 y en el medio AMSCS5 las muestras del enriquecimiento en CMSCS5, se incubaron
a 37 °C hasta conseguir el crecimiento del mayor niimero posible de colonias diferentes.
Los diferentes morfotipos bacterianos purificados fueron conservados en medio
AMSCS a 4 °C, para utilizarlos en los ensayos posteriores.

PRUEBA DE SOLUBILIZACION DE CBR EN MEDIO SOLIDO

Sobre cultivos bacterianos masivos de 24 horas en agar nutritivo, se colocaron par-
ticulas de CBR de 2,36 mm sin tratamiento y tratadas con HNOs, se incubaron por 48
horas a 30 °Cy se determiné la solubilizacién midiendo el didmetro del halo de color
café oscuro formado alrededor de la particula de carbén.

SOLUBILIZACION DE CARBON EN MEDIO LIQUIDO

Se tomaron cultivos bacterianos de 24 horas en caldo nutritivo y se agregaron 10 %
(p/v) de particulas de CBR con tamafio menor a 300 pm, tratado y sin tratar con HNOs,
los cultivos fueron incubados en agitacién por 7 dias a 25 °C, se centrifugé a 3.200
rpm por 10 min y se midié la absorbancia del sobrenadante a 465 nm para determinar
la presencia de SH producidas por la solubilizacién del CBR (Oboiren et al., 2008). Se
midié el pH inicial y final del medio de cultivo. La pérdida de peso del CBR, se determiné
lavando por triplicado el CBR residual en agua destilada y secindolo a 105 °C hasta
obtener peso constante. La concentracién de las sustancias solubles con absorbancia
a 465 nm, producidas a partir del CBR, se determiné mediante una curva de interpo-
lacién, elaborada con la absorbancia de soluciones de concentracién conocida de las
SH obtenidas en un ensayo previo.

RESULTADOS

AISLAMIENTO
A partir del aislamiento primario se obtuvieron 75 morfotipos que crecieron en medio
ANCS, la mejor técnica de aislamiento es la siembra en superficie sin enriquecimiento
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previo (Fig. 1). De los 75 morfotipos, aislados por la diferentes técnicas, 32 presentaron
crecimiento en agar minimo de sales con CBR al 5 % (AMSCS5) como dnica fuente de
carbono. Al comparar el nimero de aislamientos con su capacidad de solubilizar en
medio liquido se encuentra que la mayor cantidad de morfotipos con capacidad solu-
bilizadora fueron aislados de las rizosferas de C. ciliaris y T. dominguensis (Fig. 1; Tabla 1),
y la muestra con mayor ndmero de bacterias solubilizadoras con respecto al ndmero
total aislado se presenté en la muestra de carbén (Tabla 1).

16 -
14 4 —
12 4
10 4

N° de morfotipos

CBR Suelo Rizosfera C. Sedimento Rizésfera T. Agua residual
conservado ciliaris carbonoso  domingensis

B Enriquecimiento previo O Siembra directa

Figura 1. Comparacién de la cantidad de morfotipos aislados en relacién al tipo de muestra y la técnica
empleada (para la técnica de enriquecimiento se consideran los morfotipos obtenidos en los dos me-

dios de cultivo utilizados).

Tipo de muestra Morfotipos aislados Morfotipos % de MS con respecto
solubilizadores al total de MA

Ambiental (MA) (MS)

CBR 8 4 50

Suelo conservado 12 1 8

Rizésfera C. ciliaris 15 6 40

Sedimento carbonoso 11 4 36

Rizésfera T. dominguensis 18 7 39

Agua residual 11 3 27

Total 75 25

Tabla 1. Morfotipos aislados por muestra en relacién a morfotipos solubilizadores.

SoLUBILIZACION DE CBR SOBRE MEDIO SOLIDO

En la prueba cualitativa, de los 32 morfotipos evaluados 25 generaron halo de color
café a marrén con CBR tratado y ninguno generd este halo para el CBR sin tratar (Fig.
2a), en el tratamiento de las muestras de CBR con HNOjs se observa solubilizacién como
un halo de color café que rodea la muestra de carbén (Fig. 2b). El didmetro del halo de
solubilizacién de los diferentes aislamientos alcanzé valores entre 6 y 26 mm a las 48



Vol17-2J_Maquetacion 1 21/11/12 6:13 Péagina 342 %

342 Articulo - Obtencién de bacterias biotransformadoras de carbén de bajo rango a partir de
microhabitats con presencia de residuos carbonosos. Valero, et al.

horas, cinco aislamientos fueron los que mejor solubilizaron el CBR, BSC5 y BSC25 pro-
cedentes de rizésfera T. dominguensis, BSC14 de rizésfera C. ciliaris, y BSC7 y BSC13 del
lodo carbonoso (Tabla 2).

SoLuBILIZACION DE CBR EN MEDIO LIQUIDO

De las 25 cepas evaluadas 22 presentaron una concentracién de SH en el medio mayor
que el control, utilizando el carbdn sin tratamiento acido y 18 cepas utilizando el carbén
tratado con HNO3, se obtuvieron los mayores valores de produccién de SH utilizando
el CBR tratado con 4cido, y la mayor actividad por dos aislamientos bacterianos
aislados de rizésfera, estos fueron BSC24 aislada de C. ciliaris con produccién de SH de
294 mg.mL"y BSC 5 aislada de T. dominguensis con produccién de SH de 190 mg.mL"
(Tabla 2); sin embargo el 76 % de las cepas producen mas SH con el CBR sin tratar, atin
cuando los valores son tan altos como para las cepas BSC24 y BSCS, los valores
maximos de produccién de SH utilizando CBR sin tratar son de 37,8 mg.mL"' para
BSC13 aislada de sedimento carbonoso y 19,1 mg. mL' para BSC 16 aislada de
rizésfera de C. ciliaris (Tabla 2). Tanto para la prueba con carbén tratado como sin
tratamiento acido, los valores mas altos de SH se presentan en los medios con pH
finales superiores a 7 utilizando el carbén tratado (Tabla 2). Utilizando CBR sin
tratamiento acido se observa la produccién de SH con disminucién de pH en el medio
por parte de las cepas BSC1 aislada de rizésfera T. dominguensis y BSC8 aislada de CBR
con valores de 0,32y 1,37 mg de SH. mL" (Tabla 2).

Figura 2. Efecto del pretratamiento oxidativo sobre dos tipos de carbén. A. CBR no tratado con HNOs.
B. CBR tratado con HNOs.

DISCUSION

La evidencia experimental muestra que el método de siembra directa sin enriqueci-
miento previo fue en el que se aislé la mayor cantidad de morfotipos con capacidad de
biotransfomar carbén, se sabe que las diferencias en el desarrollo de los microorga-
nismos estd basado en aspectos nutricionales o en inhibicién (Tabacchioni et al., 2000;
Mohamed et al., 2005), probablemente la siembra directa es mas efectiva, porque pre-
viene la seleccién de poblaciones bacterianas que pueden desarrollarse y competir por
nutrientes, inhibiendo el crecimiento de otras poblaciones.

Las bacterias presentan una mejor solubilizacién en medio sélido, Bumpus, etal. 1998,
observaron el mismo fenémeno, lo explican por el hecho de que la difusién de los
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Morfotipo Diametro

del halo de

solubilizacién

(mm) SH (mg.ml™") pH final
n.° Procedencia -HNO; T +HNO; . -HNO; | +HNO;
BSC 2 Agua residual 11 0,46 0,3100 | 6,11 4,60
BSC4 i3 0,93 0,2400 7575 408
BSC 12 8 3,29 0,0100 | 7,74 438
BSC 3 CBR 15 0,67 0,0410 | 5,96 435
BSC 6 6 3.84 0,7200 5,75 437
BSC8 8 137 0,0600 414 581
BSC 10 17 0,78 0,0005 . 6,09 3,93
BSC 14  Rizésfera C. ciliaris 25 1,76 0,45 5,65 4,40
BSC'15 18 0.15 0,21 598 453
BSC 16 13 19,10 | 0,90 714 435
BSC19 16 0,03 0.37 6.04 452
BSC 20 15 1756 0.33 5947480
BSC 24 15 0,56 29400 & 5,91 7,04
BSC 5 Rizésfera T. dominguensis 22 0,35 190,00 5,86 7,41
BSC 11 8 0,03 015 6,20 465
BSC 18 18 5,59 0,09 6,18 436
BSC 21 14 5,15 0,91 5,86 4,87
BSC 22 10 1,90 0,13 6,16 475
BSC 25 26 0,02 0,53 4,39 5,72
BSC1 13 0,32 0,07 4,40 5,85
BSC 7 Sedimento carbonoso 21 8,46 0,0002 7,25 4,16
BSC 9 14 1,60 0,0030 @ 5,63 4,61
BSC 13 21 37,8 1,6600 @ 8,05 423
BSC 17 19 2,29 2,2400 @ 6,15 4,76
BSC 23 Suelo conservado 14 1,97 0,6400 6,07 4,63
Control 0
Control carbén 0,05 0,08 5,32 4,07
Control de medio de cultivo 0 0 7,01

Tabla 2. Solubilizacién de particulas de CBR tratado con HNOs en medio sélido a las 48 horas de
contacto con el cultivo bacteriano y produccién de SH en relacién a cambios en el pH del medio,
utilizando particulas de CBR (300 pm) con y sin pretratamiento acido. pH inicial de control -NOs:
6,04. pH inicial de control +NOs: 5,24. Control inicial del medio: 7,02.

metabolitos celulares en medio sélido puede ocurrir relativamente lento, aumentando
su concentracién localmente. Varios experimentos en hongos han demostrado también
que la diferencia en la concentracién de nutrientes (Bumpus, et al., 1998) o iones como
Ny Mn (Hofrichter y Fritsche, 1997) influyen en la produccién de enzimas solubili-
zadoras de carbdn y se ha visto que la condiciones nutricionales pueden promover la
produccién de iones oxalato y metales queladores que son conocidos por su efecto
solubilizador de carbén (Bumpus et al., 1998), esta evidencia apoya el hecho de empezar
la seleccién con medio sélido para estimar las cualidades de las bacterias.
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Se ha reportado que existen bacterias que pueden crecer utilizando carbén como tnica
fuente de carbono (Hofrichter y Fakoussa, 2001), teniendo en cuenta que las caracteris-
ticas y composicién del sustrato sobre el que se desarrollan las poblaciones bacterianas
influyen sobre la actividad de los microorganismos que lo habitan, se puede suponer que
es mayor la probabilidad de aislar bacterias con capacidad biotransformadora de carbén
a partir de este mismo material; probablemente por esta razén se observa una mayor
proporcién de bacterias solubilizadoras de carbén (50 %) con respecto al total de mor-
fotipos aislados del CBR (Tabla 1), sin embargo, los resultados muestran que la mayor
cantidad de cepas solubilizadoras de carbén proceden de la rizosfera de plantas que
crecen en ambientes con particulas de carbdn; las cepas con mayor actividad (Tabla 3)
también proceden de estas muestras y de la muestra de sedimento carbonoso sobre el
cual crece T. dominguensis. De los aislamientos procedentes de rizésfera, dos presentan los
mayores valores en la produccién de SH en medio liquido (Figura 3), BSC24 (Bacillus
mycoides) aislada de C. ciliaris y BSCS (Enterobacter aerogenes) aislada de T. dominguensis, estos
resultados se pueden relacionar con investigaciones que muestran la presencia de mayor
actividad enzimatica en terrenos con vegetacion comparados con terrenos sin vegetacion,
en dreas rehabilitadas post mineria (Tscherko et al., 2004; Baldrian et al., 2008).

Al respecto se ha reportado que en suelos rehabilitados de minas clausuradas, el conteni-
do de nutrientes y biomasa microbiana estd relacionada con los cambios en la vegetacién
(Frouzetal., 2008), se puede explicar esta interaccién por el hecho de que las poblaciones
de microorganismos del suelo estan relacionadas con factores bidticos, como las comu-
nidades de plantas, y abidticos, como la estructura del suelo y sus nutrientes, estos facto-
res aumentan la heterogeneidad y actividad de las poblaciones microbianas (Ettema y
Wardle, 2002). También se ha descrito que la solubilizacién microbiana del carbén a me-
nudo requiere de fuentes de carbono y nitrégeno suplementarias (Hofrichter y Fritsche,
1997; Waschkies y Hiittl, 1999), estd documentado que en ambientes limitantes se poten-
cializan las interacciones positivas entre plantas y microorganismos de la rizésfera (Frouz
y Novakova, 2005); lo anterior permite sugerir que en el sedimento carbonoso, las raices
de las plantas aportan exudados que favorecen la actividad de los microorganismos rizos-
féricos para utilizar el carbén del medio y solubilizar SH, a cambio quiza las plantas se be-
neficien mediante la bioactividad que se ha asociado a las SH, desencadenando efectos
similares a los de las auxinas y promueven el desarrollo vegetal (Pasqualoto et al., 2002).
Comparando del comportamiento de los aislamientos en todas las pruebas, las cepas
con mejores resultados son BSC13 y BSC17 (Tabla 3), las dos cepas son aisladas de lodo
carbonoso y aumentan el pH del medio, BSC13 alcaliniza el medio hasta un pH de 8,05
(Tabla 2); aunque el sedimento carbonoso fue uno de los sustratos que aporté menor
numero de aislamientos, las bacterias aisladas de esta zona tienen una alta capacidad de
solubilizacién, Ettema y Wardle, 2002, explican que los patrones espaciales de la biota del
suelo son dindmicos y muestran usualmente grandes fluctuaciones, sin embargo como
consecuencia de la movilidad limitada de los microorganismos del suelo y de la comple-
jidad de su matriz cobra importancia la competencia como una fuerza que restringe a
pequena escala los competidores que usan el mismo espacio, estas observaciones se
pueden relacionar con los resultados de Felske y Akkermans, 1998, donde muestran que
la variabilidad espacial de la actividad metabélica de un tipo bacteriano especifico fue
mayor que la variabilidad espacial de la abundancia de estas especies.
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Tipo de muestra Morfotipo Solubilizacién de CBR
En sélido En liquido
+HNO; -HNO; +HNO;

CBR BSC3 XX

BSC 6 X X

BSC 8 X X

BSC 10 XX
Sedimento carbonoso BSC 7 XXX X

BSC9 XX X

BSC 13 XXX XX X

BSC 17 XX X X
Agua residual BSC 2 XX

BSC 4 XX

BSC 12 X X
Rizésfera T. dominguensis BSC1 XX

BSC S XXX XXX

BSC 11 X

BSC 18 XX X

BSC 21 XX X

BSC 22 XX X

BSC 25 XXX
Rizésfera C. ciliaris BSC 14 XXX X

BSC 15 XX

BSC 16 XX XX

BSC 19 XX

BSC 20 XX X

BSC 24 XX XXX
Suelo BSC 23 XX X

Tabla 3. Resumen de la solubilizacién de CBR en medio liquido y sélido por 25 cepas bacterianas.
Solubilizacién de CBR en sélido: X (didmetro del halo entre 1-10 mm) XX (didmetro del halo entre 11-
19 mm), XXX (solubilizacién=20 mm). Solubilizacién de CBR en liquido: X: produccién de SH entre 1
y 10 mg.mL", XX: produccién de SH entre 10 y100 mg. mL", XXX: produccién de SH =100 mg. mL™".

Figura 3. Coloracién marrén oscura en el medio CNS5 del mor-
fotipo BSCS, como evidencia de solubilizacién del carbén.
Izquierda: cultivo bacteriano mas carbén, derecha: medio de cul-

tivo (sin inéculo bacteriano) con carbén.
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En cuanto a el posible mecanismo de solubilizacién de los aislamientos existe una relacién
entre la alcalinizacién del medio y la cantidad de SH producidas, la solubilizacién alcalina
de CBR fue el primer mecanismo de biotransformacién microbiana de carbén descubierto
(Quigley et al., 1988), este tipo de solubilizacién es atribuido a un alto contenido de gru-
pos carboxilicos en los dcidos htiimicos del carbén los cuales pueden ser deprotonados a
pH superiores a 8 (Hofrichter y Fakoussa, 2001), en cultivos de Penicillium decumbens se ob-
servé que el aumento de pH se relaciona con el aumento en la solubilizacién de lignito,
relacionado con la produccién de sustancias alcalinas (Yuan et al., 2006).

Aunque en las bacterias con mayor capacidad de solubilizacién de CBR el mecanismo
parece estar relacionado con la produccién de sustancias alcalinas, en varias cepas se ob-
servé la solubilizacién de CBR con disminucién de pH; al respecto se ha reportado que
existen otros mecanismos de transformacién del carbén mediados por enzimas que se
producen a pH menores de 6 o a la produccién de surfactantes (Hofrichter y Fakoussa,
2001). Sin embargo, el hecho de observar produccién de SH con aumento y disminucién
de pH en el medio, muestra la adaptacién de una comunidad microbiana con variados
mecanismos para solubilizar CBR en ambientes con alto contenido de residuos de carbén.
En otros casos se observé que la concentracién de las SH disueltas disminuyé frente al
control cony sin aumento de pH, este fenémeno puede ser debido a la depolimerizacién
de las SH que habfan sido liberadas del CBR, Ralph y Catcheside, 1997, mostraron que
la incubacién de macromoléculas solubilizadas del carbén en un medio con peroxidasas
de P. chrysosporium promueve la depolimerizacién y producen una disminucién de la
absorbancia a 465 nm.

Las bacterias aisladas en este estudio tienen la capacidad de solubilizar el CBR con y sin
un tratamiento oxidativo previo con HNO3, este agente oxidante facilita la solubilizacién
debido a la disminucién de las relaciones C/H y C/O, que promueven un cambio en la
conformacién de los acidos hiimicos del carbén, formando unidades mas pequefias
que facilitan los procesos de solubilizacién (Vickova et al., 2009), sin embargo el hecho
de que algunos aislamientos tengan la capacidad de solubilizar el carbén sin oxidacién
previa con HNOs es un buen marcador de seleccién de las mejores cepas (Tabla 3).
Los resultados obtenidos muestran que los microorganismos seleccionados se han
adaptado y sus poblaciones han proliferado en los ambientes donde el carbén estd
presente en alta cantidad y que existe relacién entre el sustrato evaluado y la deteccién
de bacterias con capacidad de solubilizar carbén, de acuerdo a lo anterior se observa
que a partir de la muestra de suelo conservado solo se obtuvo un aislamiento con capa-
cidad biosolubilizadora de carbén pero con baja actividad. Estos resultados demues-
tran que el microhabitat del cual se afslan los microorganismos tiene impacto sobre su
capacidad y probablemente sobre los mecanismos de solubilizacién de CBR in vitro;
finalmente el hecho de encontrar poblaciones bacterianas que solubilizan carbén en
ambientes como la rizésfera, con la produccién de SH, permite suponer la posibilidad
de biotransformacién del carbén en el suelo, especialmente en dreas de rehabilitacion
de tierras tras el cierre de las minas, como una estrategia para el aprovechamiento de
este subproducto de la mineria de carbén, con posibles beneficios para el suelo y las
plantas, relacionados con los efectos positivos de las SH sobre las propiedades fisicas
y quimicas del suelo y los efectos fisiolégicos benéficos sobre las pantas.
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