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Introduccion. El acido ciandrico es un intermediario
metabolico de la biodegradacion de herbicidas triacinicos
(atracina y simacina), cuya toxicidad y permanencia en el
ambiente, ya demostradas [1], requieren de una solucion
urgente para evitar poner en peligro la biodiversidad.
Varios microorganismos aislados de suelos contaminados
son capaces de degradar estos herbicidas; sin embargo,
algunos lo hacen de forma parcial con la consecuente
acumulacién del &cido ciandrico, que también representa
cierto grado de toxicidad. La ciandrico hidrolasa es la
primera enzima de la ruta de degradacién del compuesto.
En este trabajo se evalué la eficiencia de degradacion del
acido ciandrico en un reactor de lecho empacado con roca
volcanica inoculado con un cultivo mixto de bacterias.

Metodologia. Microorganismos: a partir de suelos
agricolas se aislaron dos cepas bacterianas capaces de
degradar el &cido ciandrico. Una de ellas fue previamente
identificada como Agrobacterium tumefaciens [2], y la otra
se identificd recientemente, por secuenciacion del 16S
rDNA. En ambas cepas se evalud la actividad de la
ciandrico hidrolasa mediante un ensayo
espectrofotométrico que se basa en la desaparicion del
sustrato (&cido ciandrico), cuyo maximo de absorcién se
ubica en 220nm [3]. La actividad enzimatica se determind
en extractos libres de células (rompimiento mecanico) de
muestras procedentes de cultivos por lote donde se
adicioné glucosa como fuente de carbono complementaria.
Biorreactor: se utiliz6 un reactor de dos etapas separadas
fisicamente por una placa de vidrio poroso. En cada etapa
de 550mL se colocaron fragmentos de roca volcénica
(tezontle) con tamafio de 5 a 8mm. El aire y el medio de
cultivo se suministraron en la parte inferior del reactor; el
primero a través de una placa de vidrio poroso. El proceso
de degradacion se llevo a cabo en forma continua con una
velocidad de dilucion de 0.072d*, y medio minimo
mineral adicionado con el Aacido cianGrico con una
concentracion de 50ppm. Este fue la Unica fuente de
carbono, nitrégeno y energia.

Biodegradacion: inicialmente se trabajo en condiciones
abidticas (testigo abidtico) hasta que la concentracion del
acido ciandrico a la salida del reactor se iguald a la de la
entrada. Posteriormente se inoculd el reactor con las dos
bacterias previamente cultivadas en el mismo medio de
cultivo (medio minimo mineral + acido ciandrico) y se
mantuvo el suministro continuo por varios meses. Durante
todo el proceso se tomaron muestras del efluente del
reactor y se determino la concentracion de acido cianGrico
(espectrofotométricamente por el método 18SI-OZ de
Hach), y la concentracion celular (UFC/mL en agar cuenta

estandar). Ademas se extrajo el DNA del paquete celular,
se purifico, se amplifico6 por PCR y se sometié a
electroforesis en gel con gradiente de temperatura
(TGGE), con la finalidad de observar la permanencia de
las dos cepas inoculadas.

Resultados y Discusion. Por secuenciacion y comparacion
con el banco de genes de NCBI se identificd a la segunda
cepa aislada como Acinetobacter sp.(1) con un 96% de
homologia con clave de acceso AF467306. Las dos cepas
muestran actividad de la cianurico hidrolasa, donde la cepa
de Acinetobacter sp. mostré un nivel ligeramente superior
a la cepa de Agrobacterium tumefaciens(2). Después de un
mes de operacion del reactor se alcanzé una eficiencia de
remocién del acido ciandrico de 95% y una velocidad
volumétrica de 3.44 mg/Ld los que permanecen
constantes después de 4 meses. También el nimero de
UFC/mL se mantuvo constante y proximo a 3x10°
UFC/mL. Por otro lado como el reactor no se trabajo en
condiciones asépticas, en las placas de agar cuenta
estandar se manifestaron tres morfologias distintas
(recordando que al inicio se inocularon dos cepas), lo que
se comprob6 en la electroforesis en gel con gradiente de
temperatura (TGGE). En la Fig. 1 se observan las bandas
(1) y (2) correspondientes a las dos cepas previamente
identificadas, y (3) es la banda correspondiente a una
tercera cepa aun no identificada.

Fig. 1. Electroforesis con gradiente de temperatura de un
fragmento del 16S rDNA del paquete celular obtenido del
efluente del reactor
Conclusiones. El reactor de lecho empacado presenta una
alta eficiencia de degradacion (95%). Se aisld una tercera
cepa del efluente del reactor cuya funcidn en el mismo sera

definida posteriormente.
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