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ENRIQUECIMIENTO DE MUESTRAS CON BACTERIAS MAGNETOTACTICAS PARA LA
SINTESIS DE NANOMAGNETITA BIOGENICA

Magnetotactic Bacteria Samples Enrichment For Synthesis Of Biogenic Nanomagnetite

RESUMEN

Se evaluaron metodologias para la obtencion de altas concentraciones de
bacterias magnetotacticas (MTBs), ensayando medios de cultivo sintético
(liquido, so6lido y semisolido) y natural (sedimento estéril enriquecido). Se realiz6
enriquecimiento de muestras obtenidas en las represas de La Fe y de El Pefiol,
Antioquia - Colombia, adicionando soluciones de vitaminas, minerales y FeCl;.
Los resultados obtenidos mostraron que la adicién de nutrientes a las muestras
incrementa la concentracion de MTBs después de 4 semanas de incubacion.
Considerando la dificultad para el cultivo de estos microorganismos, los
resultados de este estudio constituyen un avance que perfeccionado permitira la
sintesis biogénica a gran escala de nanocristales magnéticos con uso potencial en
nanotecnologia y biomédicina.

PALABRAS CLAVES: Bacterias magnetotacticas, biomédica, magnetita,
nanotecnologia.

ABSTRACT

Different methodologies were used to obtain large MTB concentrations.
Laboratory culture media, liquid, solid and semisolid were assessed; also, a
natural culture medium was used. The enriched samples were obtained from
samples taken at La Fe and El Pefiol dams, Antioquia, Colombia, by adding
vitamins, minerals, and FeCls. The enrichment was obtained after a period of
four weeks. Based on the reported difficulties to cultivate these microorganisms,
the present study constitutes a forward step to reach a large scale synthesis of
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biogenic magnetite with potential uses in nanothechnology and biomedicine.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos materiales y su aplicacion a
tecnologias modernas es un dinamo que mueve a la
sociedad post — industrial, la cual posee un acervo de
conocimientos para avanzar en este campo. Sin embargo,
para los paises en via de desarrollo, el desafio consiste en
utilizar de forma optima los recursos con los que
cuentan, para no quedarse a la zaga de los avances
cientificos y tecnoldgicos.

Las bacterias magnetotacticas (MTBs) son organismos
Gram-negativos que sintetizan cristales intracelulares
nanométricos de oxidos de hierro como la magnetita
(Fe304) o sulfuros de hierro como la greigita (Fe;S,). Se
presentan en sedimentos de aguas dulces o marinas y en
columnas de agua estratificadas de rios, lagos, estuarios y
mares [1,2,3] predominando en la zona de transicion
oxico — anoxica (ZTOA) [3].

Fecha de Recepcion: 23 Mayo de 2007
Fecha de Aceptacion: 3 Agosto de 2007

Biomedicine,
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Los cristales magnéticos sintetizados por las MTBs,
presentan propiedades muy particulares y deseadas en los
campos cientifico e industrial, como tamafo
nanométrico, estructura cristalina organizada y pureza
[4,5]. Los cristales intracelulares que han sido reportados
hasta el momento, tienen como caracteristica la presencia
de una biocapa, compuesta por lipidos y polisacaridos
[6], que los recubre y ordena en cadenas lineales en la
bacteria, permitiéndole a ésta orientarse en el campo
geomagnético. Es la biocapa la que permite que estas
particulas sean compatibles con los seres vivos, lo que
representa una propiedad muy Util en la medicina
[4,5,6,7,8,9].

Las aplicaciones de minerales con magnetismo, brindan
un aporte significativo para la ciencia y la tecnologia
como medio ideal de almacenamiento de datos en cintas,
discos y burbujas magnéticas; han incursionado en la
medicina para la inmovilizacion de sustancias bioactivas,
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elaboracién de biosensores, transportadores de drogas
antitumorales especificas, entre otros [10,11].

A pesar del enorme potencial que representa el estudio de
las MTBs y de los cristales con propiedades magnéticas,
producto de sus rutas metabdlicas, la problematica que
representa el encontrar medios de cultivo especificos
para su crecimiento, impide el estudio de éstas y el
aprovechamiento al maximo de sus propiedades y
productos.

Por estas razones se vislumbra la pertinencia de esta
investigacion, cuyo objetivo central fue estudiar los
requerimientos de las MTBs en cuanto a nutriciéon y
condiciones de crecimiento y, eventualmente, encontrar
un medio de cultivo adecuado para al menos una de las
especies observadas.

2. MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Para el aislamiento de bacterias con propiedades
magnéticas se seleccionaron dos represas de agua dulce,
localizadas al nororiente del departamento de Antioquia,
Colombia: La represa de La Fe, municipio del Retiro,
localizada en la cordillera central (6° 6’ 57” norte a 6° 6’
00” norte y 75° 30° 30” oeste a 75° 29” 36” oeste) con
una altitud de 2156 m.s.n.m. y el embalse del Pefiol del
municipio de Guatapé, con coordenadas de 6° 13’ 23"’
Norte y 75° 10° 28’ oeste.

Toma de muestra

Las muestras fueron tomadas de la interfase agua-
sedimento correspondiente a cada sitio de muestreo, a
profundidades entre 160 — 310cm, Para ubicar la
profundidad a la que se encontraba el oxicline, se utiliz6
un oximetro marca HANNA. La toma de muestras se
hizo en frascos de vidrio estériles de 600mL los cuales se
llenaron con 2/3 de sedimento y 1/3 de agua.

Las muestras se trasportaron al laboratorio, se
almacenaron por 4 semanas a temperatura ambiente, tapa
entreabierta y luz tenue, para suprimir organismos
fototrofos y permitir aireacion y formacion de una ZTOA
en las muestras. Ademads, se les determind pardmetros
fisico — quimicos de pH y Eh, empleando un pH-metro
Handylab 1 y Eh-metro Hanna HI 3619, concentracion
de oxigeno disuelto (OD), con un oximetro Hanna HI
9143; concentracion de Fe total, Fe**, Fe'" (método 3500
Fe B. Colorimétrico — Fenantrolina) y sulfatos (método
Normalizado 4500 SO,* E. método turbidimétrico) segun
el Standart Methods, 2002 para el analisis de aguas,
utilizando un espectrofotdémetro GENESYS™ 10 UV de
barrido (tabla 1).

Profund. Temp(° pH (mV) Eh OD  Fe Fe** Fe’* Sulfatos

(cm) O (mV) (ppm) total (ppm) (ppm) (ppm)
0.04 116

160 — 18 65 195 078 12- - - 1L6-

310 240 -35 34 019 256 150

Tabla 1. Condiciones iniciales de las muestras. Los valores de
temperatura (T) y pH son valores promedios; los valores de los
otros pardmetros muestran un rango de las muestras con MTBs.

Aislamiento y concentracion de MTBs

Para aislar las MTBs se utiliz6 la técnica de separacion
descrita por Wajnberg et al. (1986) [12]; empleando un
recipiente cilindrico de vidrio con un capilar en un
extremo (figura 1), al que se le adicion6 una mezcla de
suelo:agua. Este se ubico en el interior de un solenoide.
Posteriormente se le aplicé un voltaje de 4.5 V de
corriente directa, generando un campo magnético de
aprox. 6 Gauss. Luego de 20 minutos, se extrajeron,
aprox. cuatro gotas del liquido retenido en el capilar del
recipiente y se almacenaron en un recipiente plastico
hasta obtener un volumen concentrado de MTBs.
Posteriormente, de cada aislamiento se verifico la
presencia de MTBs con un microscopio &ptico
OLYMPUS CX31.

Lineas de
campo
maghético

Figura 1. Dispositivo para en aislamiento de MTB.
Cultivo de bacterias magnetotacticas

Teniendo en cuenta las caracteristicas metabdlicas
mixotrofas de las MTBs, se ensayaron diferentes
metodologias para el crecimiento, enriquecimiento y
mantenimiento de estos microorganismos: (i) un medio
de cultivo quimico definido (liquido, s6lido y semisélido)
modificado de Wolfe [4] utilizado para el crecimiento de
Aquaspirillum magnetotacticum; (ii) un medio de cultivo
natural en el que se empled sedimento estéril y
enriquecimiento de muestras con soluciones de vitamina,
minerales y FeCl;.

Cultivo quimico definido: El medio de cultivo sintético
contenia FeCls; acido ascorbico, tartarico como fuente de
carbono; extracto de levadura; una solucion de minerales
y una solucion de vitaminas de uso farmacéutico, la cual
posee vitaminas del complejo B, vitamina A, C, D, E y
minerales traza como Fe, Zn, Co, Ni y otros
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oligoelementos requeridos en los procesos metabodlicos
de las bacterias. Se prepararon medios liquidos, semi-
solidos y soélidos, empleando diferentes concentraciones
de agar.

Medio de cultivo natural: Se esterilizaron 200 mL de
muestra con agua — sedimento recolectado en el sitio de
muestreo como base para el medio de cultivo de MTBs.
A este medio se le adicioné solucién de vitaminas,
minerales y cloruro férrico.

El pH de los medios de cultivo se llevd a 6.5 con NaOH.
Cada medio se inoculé con 1 mL de una soluciéon de
bacterias de concentracion aproximada de 10° MTBs/mL.
Las muestras se incubaron en la oscuridad, a temperatura
ambiente, bajo condiciones de microaerofilia, por 8 dias,
luego de los cuales se analizo la actividad magnética, por
espacio de 1 mes.

Cultivos enriquecidos: Se enriquecieron 15 muestras de
600mL, con y sin presencia de MTBs, obtenidas en la
represa de La Fe y el embalse del Pefiol, adicionando
ImL de solucion de vitaminas, 1mL de solucion de
minerales y 1mL de cloruro férrico. Los cultivos
enriquecidos se incubaron por 12 semanas en condiciones
de microaerofilia, baja luminosidad y temperatura
ambiente (25 °C).

La tabla 2 muestra la matriz experimental empleada en
enriquecimiento de las muestras.

FeCl;  SV-M FeCly y SV-M
M1-M5 Si - -
M6-M10 - Si -
MI11-M15 - - Si

Tabla 2. Matriz de las muestras enriquecidas. M: Muestras;
SV-M: Solucién de vitaminas y minerales.

Se realizd6 un seguimiento del crecimiento bacteriano
durante las 12 semanas de incubacion. Para ello se realizo
el procedimiento de aislamiento citado previamente,
determinando la concentracion aproximada de MTBs
presentes en las muestras. Las MTBs de cada cultivo se
suspendieron en 50ul de agua destilada, con la ayuda de
un magneto, evitdndose la formacion de aglomerados
celulares, con el proposito de realizar un conteo estimado
del nimero de células por mL en caimara de Neubauer.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de bacterias con propiedades magnéticas

Transcurridas las 4 semanas de reposo se observo
presencia de microorganismos con propiedades magnéticas

en muestras de la represa de La Fe y el embalse de El
Pefiol. Las muestras del embalse El Pefiol — Guatapé
presentaron MTBs Gram-negativas tipo coco, en menor
concentracion a las MTBs obtenidas de la represa de La Fe,
donde se observo bacterias Gram-negativas con morfologia
cocoide y bacilar (figura 2a y b). Se observaron bacterias
bacilares curvadas de tamafios entre 4.6 — 6 .5um de largo
por 1.18 — 1.6pum de ancho; cocos con tamaiios oscilantes
entre 1.9 —2.34um x 1.66 — 2.00pum.

UMALMED b

METOTARCTI

1 karn

Figura 2. MTB vistos con SEM. a) Bacilos, 18000 X. b) Cocos
17000X

En general, las bacterias presentaron una migracion hacia
el polo norte magnético, con repulsion del polo sur de la
barra magnética, sin embargo se observd que algunas de
los MTB presentaron atraccion por el polo sur y repulsion
por el norte, lo cual se justifica por el hecho de que
Colombia esta situada cerca a la linea ecuatorial, por tanto
puede ser posible encontrar bacterias que se dirijan hacia
los dos polos geomagnéticos.

Los microorganismos observados concuerdan con lo
revisado en la literatura, donde se describen a las MTBs
como un grupo heterogéneo de procariotes, con gran
variedad de tipos morfoldgicos, que incluyen cocos,
bacilos, vibrios, espirilos y aparentemente formas
multicelulares, con bacilos de 5um y cocos de
aproximadamente lum en tamafio [4,5,13,14,15,16], que
constituyen las comunidades microbianas naturales en
sedimentos y columnas de agua estratificadas.
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Crecimiento de bacterias magnetotacticas

Cultivo quimico definido: En los medios sintéticos
usados para el crecimiento de MTBs se observd un
abundante crecimiento de bacterias con morfologia
cocoidal, bacilar y espiralada, Gram negativos, similar al
indculo  bacteriano, pero ninguno de  estos
microorganismos manifestd comportamiento
magnetotactico, sugiriendo que para el crecimiento de
estas bacterias las condiciones que se generan en el
ambiente acudtico son esenciales para el desarrollo de
MTBs con comportamiento magnético y ayudan a que las
bacterias controlen el proceso biogénico magnetita o
greigita.

Medio de cultivo natural: No hubo ningun crecimiento
significativo de MTBs en los medios de cultivo naturales
a lo largo del periodo de incubacién. Al cabo de 12
semanas, se observo una reducida concentracion de
MTBs de aprox. 10> MTBs / mL en algunos de los
medios inoculados. Esto indica que los medios naturales
utilizados en este estudio no suplen los requerimientos
necesarios para el crecimiento optimo de MTBs, a pesar
de tratarse de medios con sedimento y agua del sitio de
muestreo, lo que conlleva a concluir que al esterilizar el
medio se estd generando desnaturalizacion de
compuestos vitales para el crecimiento de las MTBs.

Por otro lado, se puede deducir que la flora microbiana
acompafiante en las muestras juega un papel primordial
en el de desarrollo de las MTBs, al llevar a cabo procesos
metabolicos que generan intercambio de electrones en el
ecosistema, de los cuales microorganismos como las
MTBs hacen uso. Asi, al no tener presencia de otros
microorganismos no se ve favorecido el crecimiento de
MTBs, a pesar de la disponibilidad de nutrientes.

Cultivos enriquecidos: A diferencia de los medios de
cultivo sintético y natural, en las muestras enriquecidas
se obtuvo un aumento en la concentracion de bacterias
magnetotacticas en muestras con MTBs previo al
enriquecimiento, asi: luego de 12 semanas de incubacion,
se observo un aumento significativo en la concentracion
de MTBs en muestras positivas a las que se les adicion6
FeCl; y SV-M (figura 3a y b); en las muestras positivas a
las que se le adicion6 inicamente FeCls, el aumento en la
concentracion de dichas bacterias fue reducido; mientras
que en el grupo de MTBs a las que se les adicioné SV-M,
se observd aumento en la poblacion bacteriana, sin
incremento en la poblacion de bacterias que presentan
magnetotaxis.

Por otro lado, las muestras que al iniciar el
enriquecimiento eran negativas para MTBs, no mostraron
presencia de este tipo de bacterias, sin embargo se
evidencié6 un incremento en la flora bacteriana en
general.

Figura 3. MTBs en muestras enriquecidas con FeCI3 y SV-M.
a) Antes del enriquecimiento. b) Después de las 4 semanas de
incubacion (aumento 100X).

Las concentraciones aproximadas de MTBs, antes y
después del tiempo de incubacion, para algunas muestras
en los medios de cultivo enriquecidos, se presentan en la
tabla 3.

La morfologia de las MTBs obtenidas con el
enriquecimiento de las muestras fue similar a las MTBs
presentes inicialmente, provenientes de la represa de La
Fe y el embalse de El Pefiol; la proporcion de MTBs
cocos respecto a los bacilos también se mantuvo
constante, lo que significaria que ninguna de las bacterias
que en su ambiente natural no tenian comportamiento
magnetotactico se transformé en MTB durante el
almacenamiento o el cultivo.

Cf (MTBs/mL)
M10 0 0
M1 10° 10°
M5 0 0
M11 10° 10’
M15 0 0

Tabla 3. Concentracion de MTBs antes y después del tiempo
de incubacion. M: Muestras, Ci: concentracion inicial de
MTBs, Cf: concentracion final de MTBs.
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Varias de las muestras M6 — M10 con presencia de
MTBs y sin ella, al iniciar el tratamiento, mostraron
presencia de bacterias con morfologia cocoide, similar a
las MTBs pero sin comportamiento magnetotactico. Este
hecho plantea la posibilidad de que la disponibilidad de
una fuente de hierro induce a que las MTBs sinteticen sus
cristales magnéticos intracelulares, (magnetita o greigita).
Un estudio mas detallado sobre la morfologia de los tipos
de bacterias encontrados en ambos casos podria arrojar
luces sobre el tema.

Seguimiento del crecimiento de MTBs

El comportamiento de crecimiento que se observo para
las MTBs durante los tiempos de almacenamiento e
incubacioén de las muestras procedentes de su ambiente
natural, contribuye al entendimiento de la ecologia de las
mismas. La baja concentracion de MTBs observada el
primer dia de almacenamiento (aprox. 10> MTBs / mL)
sugiere que en su ambiente natural la poblacion de estas
bacterias es muy reducida respecto al total de la
poblacion microbiana autoctona de las zonas de
muestreo. Durante las primeras 4 semanas de
almacenamiento previas al enriquecimiento, se observo
un aumento progresivo de la concentracion de MTBs y
una reduccion, en tamafo y diversidad, de la fauna
microbiana no magnetotactica del microambiente. Esto
indica que las condiciones de almacenamiento favorecen
el crecimiento de las MTBs mas que cualquier otro
microorganismo presente en las muestras. Dadas las
variaciones en la concentracion de MTBs a lo largo del
periodo de incubacion, puede afirmarse que después de
las 4 semanas se inicia un estado de crecimiento
exponencial, en el que se suprime gran parte de la flora
acompafiante.

Durante la incubacion de las muestras enriquecidas M11
— M15, en las que hubo un aumento significativo en la
poblacion de MTBs (figura 3), la concentracion de
microorganismos no magnetotacticos fue muy reducida;
mientras que en las muestras donde el crecimiento de
MTBs fue muy bajo o inexistente (M1 — M10), hubo una
mayor  concentracion de  microorganismos  no
magnetotacticos. Este hecho plantea que la relacion de
competencia entre las especies de microorganismos
autoctonos de las zonas de muestreo es muy fuerte y por
lo tanto un factor determinante en el cultivo de MTBs.

En todas las muestras y medios de cultivo observados
predominé la poblacion de MTBs cocoidales sobre las
bacilares. Hubo casos en los que la magnetotaxis solo se
manifestd en bacterias de forma cocoidal, que puede
deberse a que las condiciones ambientales, la
disponibilidad de los nutrientes y/o la relacion de
competencia, favorece el crecimiento de MTBs tipo
€OCOS.

Es importante resaltar que durante los procesos de
sintesis de material magnético, magnetita (Fe;O4) o
(FesS,), son fundamentales los gradientes de azufre y |
oxigeno, y la razén Fe*"/Fe’’. Marius et al. 2005 [17]
afirma que la wvalencia del hierro influye en
susceptibilidad magnética del mineral producido por la
bacteria y altas razones de Fe*’/ Fe’* producen alta
cantidad de sulfuros magnéticos. Por otro lado, las
condiciones ambientales afectan la biomineralizacion de
la fase mineral en el magnetosoma, puesto que se
presentan cambios en la estequiometria de los
componentes metalicos y no metalicos de la fase mineral
[18], por tanto, para el cultivo de MTBs y sintesis del
mineral magnético es necesario controlar los
requerimientos energéticos y de oligoelementos en el
ambiente de crecimiento bacteriano, que permita la
formacion de gradientes en el microcosmos a formar.

4. CONCLUSIONES

Las condiciones a las que se almacenaron las muestras
favorecen el crecimiento de las MTBs mas que a
cualquier otro microorganismo presente en ellas. Las
MTBs cocoidales predominan sobre las bacilares, tanto
en su ambiente natural como en los medios de
enriquecimiento utilizados en este estudio. La relacion de
competencia entre las especies de microorganismos
autoctonos de las zonas de muestreo es muy fuerte y es
un factor determinante en el cultivo de MTBs. Los
medios de cultivo sintético y natural utilizados en este
estudio no suplen los requerimientos necesarios para el
crecimiento Optimo de MTBs.

A pesar de los resultados positivos en el proceso de
enriquecimiento de muestras con MTBs, las condiciones
y medios de cultivo antes mencionadas, no brindan las
requerimientos suficientes para el éxito en el cultivo puro
de MTBs puesto que el ecosistema que rodea a estos
microorganismos es bastante complejo, debido a la
cantidad de reacciones generadas por otros organismos
parasitos y por procesos simbioticos entre la MTB y
otros organismos, haciendo imposible la imitacion total
del ambiente bacteriano.

La continuidad de estudios como este dard luces sobre
la(s) metodologia(s) apropiada(s) para la obtenciéon de
bacterias magnetotacticas en altas concentraciones y por
lo tanto para la produccion de grandes cantidades de
cristales magnéticos biogénicos, de interés a nivel
nanotecnoldgico y en un futuro se pueda hacer uso de
este material en procesos industriales que beneficien a la
sociedad.
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