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Colonizacion bacteriana sobre particulas del suelo: efecto de los
acidos humicos en la formacion de biopeliculas de bacterias
fijadoras de nitrogeno

Resumen Palabras claves
Se ha demostrado que los factores fisicos, quimicos y biol6gicos del suelo afectan la Espectroscopia de IR
colonizacion de la raiz, pero los mecanismos detallados asociados con la colonizacion Bacteria fijadora de
adecuada de la raiz y los microorganismos no se conocen por completo. Se necesitan nitrigeno
estudios cuantitativos sobre la distribucion de colonias de raices en el tiempo y el espacio Sustancias himicas
para desarrollar modelos mateméaticos que describan y predigan el proceso de Biopelicula

colonizacién de las raices; siendo un factor importante, conocer el efecto de las fracciones
inorganicas y organicas de los suelos sobre la capacidad de los microorganismos para
formar estas colonias. Aqui se describe una metodologia para el estudio de la interaccion
entre microorganismos y superficie y se muestra su aplicacion para el estudio de la
descripcion de la interaccion y el mecanismo de colonizacion entre bacterias fijadoras de
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nitrogeno y particulas de suelos, se presta especial atencion al efecto de la humificacion
sobre formacion de biopeliculas. Para esto, los acidos hlimicos se extrajeron de dos tipos
de muestras de suelo y se caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo con
Transformada de Fourier acopado a Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) y angulo de
contacto (AC). Las sustancias hiimicas se depositaron sobre celulosa previamente activada
con marcador espectral para el infrarrojo medio y se caracterizaron nuevamente.
Posteriormente, la bacteria Azotobacter chroococcum (bacteria fijadora de nitrégeno) se
depositd en la superficie por contacto directo. Las superficies finales fueron analizadas por
ATR y AC. Los resultados sugieren que es necesario analizar diferentes superficies para
describir varios mecanismos asociados con la naturaleza de estos a través del uso de
técnicas instrumentales y modelos fisicoquimicos con especial énfasis en las interacciones
superficiales, lo que lo convierte en una herramienta prometedora para la descripcion del
proceso de colonizacion microbiana de suelos.

Bacterial colonization modelling on soil particles: Effect of
humic acids on the formation of nitrogen-fixing bacteria
biofilms

Abstract Keywords
Soil physical, chemical, and biological factors have been shown to affect root Infrared spectroscopy
colonization, but the detailed mechanisms associated with the adequate colonization of  Nitrogen-fixing bacteria
root and microorganisms are not completely understood. Quantitative studies on the Humic substances
distribution of root colonies in time and space are needed to develop mathematical models Biafilm

that describe and predict the root colonization process; being a important factor, to know
the effect of inorganic and organic fractions of soils on the ability of microorganisms to
form these colonies. Here a methodology to the study of interaction between
microorganisms and surface is described and its application for the study of the
description of interaction and colonization mechanism between nitrogen-fixing bacteria
and particle of soils is shown, special attention is directed toward the effect of humic acids
on formation of biofilms. For this, humic acids was extracted from two types of soil
samples and characterized by Infrared spectroscopy with Fourier Transform coupled to
Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR) and contact angle (AC). Humic substances
were deposited on cellulose previously activated with spectral marker for the mid-infrared
and anew characterized. Later, the bacterium Azotobacter chroococcum (nitrogen-fixing
bacterium) was deposited on the surface by direct contact. End surfaces were analyzed by
FTIR-ATR, and AC. The results suggest that it is necessary to analyze different surfaces
in order to describe several mechanisms associated with the nature of this through the use
of instrumental techniques and physicochemical models with special emphasis on surface
interactions, which makes this a promising tool for description of the process of microbial
colonization of soils.
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Resumen
Se ha demostrado que los factores fisicos, quimicos y biolégicos del suelo afectan la
colonizacién de la raiz, pero los mecanismos detallados asociados con la colonizacion

Palabras Claves
Espectroscopia de infrarrojo
Bacteria fijadora de

adecuada de la raiz y los microorganismos no se conocen por completo. Se necesitan nitrgeno
estudios cuantitativos sobre la distribucion de colonias de raices en el tiempo y el espacio Sustancias hamicas
para desarrollar modelos mateméaticos que describan y predigan el proceso de Biopelicula

colonizacién de las raices; siendo un factor importante, conocer el efecto de las fracciones
inorgénicas y orgénicas de los suelos sobre la capacidad de los microorganismos para
formar estas colonias. Aqui se describe una metodologia para el estudio de la interaccién
entre microorganismos y superficie y se muestra su aplicacién para el estudio de la
descripcion de la interaccion y el mecanismo de colonizacién entre bacterias fijadoras de
nitrdgeno y particulas de suelos, se presta especial atencion al efecto de la humificacion
sobre formacion de biopeliculas. Para esto, los acidos himicos se extrajeron de dos tipos
de muestras de suelo y se caracterizaron por diferentes técnicas. Las sustancias humicas se
depositaron sobre celulosa previamente activada con un marcador espectral para el
infrarrojo medio y se caracterizaron nuevamente. Posteriormente, la bacteria Azotobacter
chroococcum se depositd en la superficie por contacto directo. Los resultados sugieren
que es necesario analizar diferentes superficies para describir varios mecanismos
asociados con la naturaleza de estos a través del uso de técnicas instrumentales y modelos
fisicoquimicos con especial énfasis en las interacciones superficiales, lo que lo convierte
en una herramienta para la descripcién del proceso de colonizacion microbiana de suelos.

1. Introduccién

El suelo es la primera capa terrestre, que forma un
sistema de tres fases que se utiliza como apoyo
para el crecimiento vegetativo, el suministro de
agua, el crecimiento de plantas y alimentos, y
como habitat de organismos vivos. La proporcion
en que todos estos componentes se encuentran en

el suelo, confieren diferentes propiedades, tanto
fisicas, como quimicas y biol6gicas. En especial,
las propiedades bioldgicas estan relacionadas con
la actividad microbiana y faunistica en el suelo; en
particular las bacterias, las cuales son los
microorganismos mas numerosos del suelo y
tienen como funcion principal la nitrificacion, la
oxidacion del azufre y la fijacion de nitrégeno en
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el suelo, entre otras funciones. En este caso, una de
las especies bacterianas encargadas del proceso de
fijacion de nitrogeno son las Azotobacter, las
cuales, a falta de interaccion simbidtica con la
planta, forman un sistema protector a partir de la
liberacion de adhesinas y la formacion de una
matriz polimérica, lo que les permite adherirse a la
superficie en contacto y en consecuencia, formar
colonias bacterianas y biopeliculas sobre las raices
[1]. Sin embargo, actualmente no se ha estudiado
la distribucion de colonias bacterianas en las raices
en el tiempo y el espacio. Por lo tanto, es necesario
desarrollar modelos matematicos que describan y
predigan el proceso de colonizacion bacteriana
sobre las raices; siendo un factor importante,
conocer el efecto de las fracciones inorgéanicas y
organicas de los suelos sobre la capacidad de los
microorganismos para formar estas colonias. De
acuerdo a lo anterior, en esta investigacion se
describe una metodologia para el estudio de la
interaccion entre microorganismos y superficies;
entre las bacterias fijadoras de nitroégeno y las
particulas del suelo, centrandose en el efecto de los
acidos humicos en la formacion de biopeliculas.

1.2 Teoria del método

La colonizacién bacteriana requiere mecanismos
de adherencia que permitan establecer un sistema
de proteccion que proporcione al microorganismo
caracteristicas de adaptabilidad y resistencia a
agentes quimicos y externos. Esta adherencia se
debe principalmente a la afinidad del microorga-
nismo hacia la superficie para colonizar y a la
capacidad de formar biopeliculas. Estas conforma-
ciones pueden ocurrir debido a adhesiones rever-
sibles o irreversibles, a través de diversos procesos
de interaccion a nivel de la superficie y la
secrecion  de  exopolimeros  generalmente
denominados adhesinas.

La estructura de la biopelicula depende del tipo de
bacteria involucrada y del ambiente en el que se
encuentra inmersa, presentando interacciones
cohesivas; que estan  relacionadas  con
interacciones fisico-quimicas entre bacterias, e
interacciones adhesivas; que incluyen interacciones
fisicoquimicas con superficies e interfases [1,2].
Por lo tanto, la formacidon de biopeliculas puede ser
expresada a través de un método bioanalitico semi-
empirico, que incluye una contribucion tedrica
(modelo desarrollado en investigaciones previas

[3]) y experimental, teniendo en cuenta la
estructura celular (tipo y morfologia de bacteria) y
naturaleza de la superficie en términos de
funcionalidad, rugosidad, energia superficial y la
relacién entre la hidrofobicidad y la hidrofilicidad.
De esta manera, el sistema superficie-célula-
entorno tiene una energia de superficie total (Er)
dada por la contribucion de las energias de cada
subsistema que lo comprende: (energia interfacial
del subsistema célula-célula (Ec) y subsistema de
superficie-célula (Ec)), como se describe en la
ecuacion 1.

ET = ECS + ECC (l)

A partir de la teoria de XDLVO [5,6] y en el
modelo semi-empirico del biofilm dado por las
ecuaciones 1 y 2, se describen los procesos de
formacion de biofilm bacteriano.

Er =25y, + oo @)
I

c

Donde 7.y 7. Son las energias libres en mJ/m?

de las interfaces célula-soporte y célula-célula,
respectivamente. Ademas, r¢ es el radio de la célula
bacteriana celular, y Aybiopelicula €5 €l espesor de la
biopelicula [3,7].

2. Seccion experimental
2.1 Reactivos y materiales

(NaOH, Aldrich, USA) y (HCI, Aldrich, USA)
fueron usados para la extraccion de las sustancias
hamicas. Etilenglicol (Merck, Alemania) y 1,3-
propanodiol (Aldrich, Alemania) fueron usados en
las mediciones de angulo de contacto. Caldo de
tripticasa soya, Agar Miller-Hinton (Aldrich,
USA) usados para el crecimiento bacteriano.

2.2 Caracterizacion del suelo

Dos tipos de suelo (S1 y S2) se seleccionaron y
caracterizaron fisicoquimicamente. Por el método
de Walkley-Black proporcion de agua (1: 1) con el
objetivo de conocer su Porcentaje de Materia
Organica (% MO), por el método de Bouyoucos
para conocer informacién sobre su textura, por
espectroscopia FTIR-ATR (IR-Affinity-1) para la
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identificacion de grupos funcionales y mediante
mediciones de pH del suelo [8,9].

2.3 Extraccion de &cidos humicos (AHS)

Inicialmente, los suelos S; y S, fueron lavados por
ciclos de 24 horas usando agua destilada, para
separar la materia organica humificada (MOH) de
la materia organica libre o no humificada (MOL).
Para esto, se prepararon suspensiones de cada uno
de los suelos en una relacion 1:5 suelo/agua y se
sometieron a un proceso de agitacion magnética
constante. Luego, estas suspensiones fueron
filtradas y lavadas con agua destilada, indivi-
dualmente. Los sélidos obtenidos correspondientes
a la HOM, fueron secados a 40°C utilizando un
horno de flujo de calor durante 12 horas.
Posteriormente, la MOH de los suelos se llevo a
pH 10 utilizando una solucién basica (NaOH
0,1M) manteniendo agitacion durante 1 hora.
Posteriormente fue centrifugada (30 min a 3000
rpm) con el objetivo de mejorar la separacién de
los é&cidos hamicos (AH) y fllvicos (AF).
Finalmente, los AH se extrajeron por precipitacion
utilizando una solucion acida (HCI 0,1 M) hasta
alcanzar un pH de 2. La acidificacion se realizo
mediante 3 ciclos para obtener la mayor cantidad
posible de sustancias humicas extraibles, las cuales
se lavaron usando agua destilada y se secaron a 40
°C usando un horno de flujo de calor. Finalmente
se caracterizaron por FTIR-ATR [10].

2.4 Formacion de capas de AHs

Se utiliz6 un soporte de celulosa activa (CA) con
un marcador espectral incorporado, obtenido
mediante la metodologia descrita en [3], sobre el
cual se depositaron los AHs extraidos de los
diferentes suelos (seccion 2.3). Para ello, se puso
en contacto una solucion de HA en acetona (5,2
g/mL) con 1,0 cm? del soporte de CA durante 5
horas. Posteriormente se procedié a evaporar el
solvente en una campana de flujo laminar vy
finalmente las superficies modificadas (SM) se
secaron a 40 °C y analizaron mediante angulo de
contacto (AC) y FTIR-ATR.

2.5 Formacion de la biopelicula

Se inocularon cepas bacterianas de Azotobacter
chroococcum a partir de cultivo celular estanda-

rizado (0,5 UFC McFarland en caldo tripticasa
soya) en medio de crecimiento sélido (agar Miiller-
Hinton) durante 24 horas a 30 °C, formando una
superficie homogénea.

La morfologia y tamafio de las células fue evaluada
por microscopia Optica (MO) y microscopia
electronica de barrido (SEM). Posteriormente, el
cultivo bacteriano se puso en contacto directo con
las superficies modificadas y se llevé a cabo la
incubacion durante 12 horas a 30 °C. Finalmente,
las biopeliculas formadas (BFs) se caracterizaron
por ACy FTIR-ATR.

2.5 Aplicacion del modelo

El modelo semiempirico, requiere una contribucion
proveniente de las caracteristicas celulares y de la
superficie con la cual entran en contacto. Para ello,
es necesario obtener los parametros de cada
contribucion; por lo cual; se determinaron las
componentes de energia superficial y a partir de
mediciones de angulo de contacto, el éarea
superficial total de las células de la biopelicula a
partir de mediciones por MO y SEM 'y el espesor
de la biopelicula Aybiopeticuta, Mediante FTIR-ATR.

3. Resultados y discusion
3.1 Caracterizacién fisico-quimica

Se analizaron dos suelos de diferentes regiones
colombianas. El primero proveniente del sur del
pais en el territorio del Valle del Cauca, donde la
principal actividad agroeconémica e industrial se
basa en el cultivo de la cafia de azlcar. Y el
segundo proveniente del norte del pais en el
territorio de Codrdoba, en el que la principal
actividad agroecondémica e industrial se basa en el
ganado, el algodén y el maiz. Las propiedades
fisico-quimicas de estos suelos fueron analizadas
arrojando los resultados que se muestran en la
Tabla 1. Se observaron valores de pH entre 6.6 <
pH < 75 para ambos suelos, que indican
caracteristicas de neutralidad y condiciones
adecuadas para la asimilacion de nutrientes y el
desarrollo adecuado de las plantas que crecen en
dicho suelo. Adicionalmente, la actividad de la
mayoria de los microorganismos se ve afectada en
ambientes &cidos; en el caso de Azotobacter
chrocoocum, su actividad fijadora de nitrégeno se
lleva a cabo gracias al complejo enzimatico de la
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nitrogenasa, que aumenta su actividad a valores de
pH cercanos a la neutralidad y disminuye a valores
de pH bajos. Por lo que estos resultados sugieren
que los suelos estudiados aqui presentan un rango
de pH odptimo para el crecimiento y el
funcionamiento de este microorganismo [11-13].
En cuanto a la materia orgénica presente en estos
suelos, se observaron los niveles mas bajos en los
suelos vallecaucanos (0,97 %) como consecuencia
del manejo agricola de la region, donde se presenta
fertilizacion excesiva, falta de secuenciacion vy
rotacion de cultivos. Mientras que, para el suelo
cordobés, se encontraron niveles mas altos de MO
(2.73 %) debido a la no utilizacion de mono-
cultivos en esta region [12,14].

Finalmente, la composicién granulométrica del
suelo, evidencid que el suelo 1 presenta una textura
franco-arcillosa, mientras que el suelo 2 posee una
textura arcillosa. Esto indica que tienen menos
facilidad para modificar su pH, lo cual es
importante ya que de esta manera poseen un fuerte
poder tampdn [12].

3.2 Caracterizacion por FTIR-ATR

Los espectros de infrarrojo de la celulosa activa y
biopelicula formada sobre la superficie de este
sustrato con los &cidos hudmicos obtenidos del
suelo 1y 2 (B1y B>), se muestran a la izquierda de
la Figura 1, donde se observa una banda entre
3500-3200 cm™ que corresponde a la vibracion de
tensidn caracteristica de los grupos OH y NH en el
soporte de CA, entre 3000-2800 cm™ bandas de

Absorbancia

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de los suelos; pH, MO
(%) y textura de los dos tipos de suelo estudiados.

Suelo pH O.M (%) Textura
S1 747 0,97 Franco-arcilloso
Sz 6,74 2,73 Arcilloso

*S1: suelo 1 (origen vallecaucano), Sz suelo 2 (origen
cordobés)

vibracién de tension de los enlaces C-H y grupos
acetal (O-CH-0), alrededor de 2400-2200 cm™ se
observan vibraciones para grupos isocianato (N-C-
O) provenientes de CA. Entre 1700-1800 cm™, se
encuentran las bandas de vibracion de tension de
los grupos carbonilo (C=0) caracteristicas de los
ésteres presentes en soporte de la celulosa activa.
Ademas, dos sefiales estan presentes entre 1300-
1200 cm y 1100-1000 cm?, correspondientes a
las bandas de vibracién asimétrica y simétrica
respectivamente,  caracteristicas del  enlace
glicosidico (C-O-C) caracteristico de los soportes
celuldsicos.

Finalmente, en la region entre 1000-900 cm™? la
banda que se observa es atribuida a la vibracion de
los enlaces entre el carbono anomérico y el
hidrogeno (C1H) presentes en la celulosa [15,16].
Por su parte, el espectro para las biopeliculas
formadas mostro sefiales adicionales a las encon-
tradas en el soporte; entre 3000-2800 cm™ para las
vibraciones de tensién simétricas y asimétricas de
los enlaces C-H de los acidos grasos presentes en
la pared celular, entre 3500-3200 cm™ para el
estiramiento del enlace del grupo hidroxilo -OH y
NH de las proteinas.

4200 3880 300 2500 2000 1858 o8

500 4000

3800 3000 2500 2000 1800 1000 500

Numero de onda [cm‘1]

Figura 1. Espectro FTIR-ATR. Izquierda: CA) celulosa activa, B1-2) biopelicula formada sobre superficie modificada utilizando
acidos humicos del suelo 1y 2. Derecha: S1-2) suelo 1 and 2, AH1-2) &cidos himicos del suelo 1y 2 respectivamente.
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Figura 2. Espectros de infrarrojo para: derecha: superficies
modificadas con acidos hiimicos provenientes de los suelos 1
y 2 (SM1 y SMy), izquierda: espectros FEDS para A) CA'y B)
SM en la region de analisis 2185-2345 cm".

En la region de 1800-1700 cm™ se encontraron
sefiales caracteristicas de los grupos C=0 de
ésteres y grupos carboxilo, presentes en las
estructuras secundarias de las proteinas (amidas | y
I1). Finalmente, en la regién de 1700-1600 cm™? y
1050-900 cm?, se encuentran bandas de vibracion
de los enlaces de grupos fosfatados O=P-OH vy P-
O-C respectivamente, presentes en las endotoxinas,
fosfolipidos y proteinas de la superficie celular
bacteriana.

Por otro lado, los espectros infrarrojos de suelos y
AHs se muestran a la derecha de la Figura 1, se
observa alrededor de 3500-3200 cm? la vibracién
de los enlaces OH libres y las vibraciones de
estiramiento de Si-OH debido a la presencia de
arcillas. Ademaés, entre 1100-1000 cm™, 900-800
cmt, 1100-1000 cm™ y 1300-1200 cm?, se observa
la vibracion de deformacion, vibracién simétrica y
asimétrica de Si-OH y SiOC, Si-OH, C-O-C
respectivamente. Finalmente, para los 4&cidos
himicos, se observa la vibracidon alrededor de 1715
cm?, 1630 cm? y 1200 cm™ debida al estiramiento
de los grupos carbonilo y cetbnico, a los enlaces
C=C presentes en anillos aromaticos, y al
estiramiento de los enlaces C-O de los fenoles y
éteres, respectivamente [17].

Los AHs al contener gran cantidad de grupos
hidroxilo, su reactividad frente a la superficie de
celulosa activa con grupos isocianato libres en ella,
se hace evidente. Por tanto, la intensidad de las
sefiales caracteristicas otorgadas al marcador
espectral (2266 cm™) se ven disminuidas e
imperceptibles en los espectros de infrarrojo
convencionales para las SM (ver Figura 2).

3.3 Caracterizacion superficial y desarrollo de
los pardmetros de entrada

3.3.1 Angulo de contacto y energia superficial,
componentes ( Y., Y Y. )- Cada una de las

iméagenes de la Figura.3 fue empleada para la
medicion del carécter hidrofilo-hidrofobo de las
superficies iniciales y modificadas y del biofilm
formado. Para esto, se deposit6 una gota de tres
liquidos estandar con diferente polaridad (agua
(W), 1,3-propanodiol (PD) y etilenglicol (EG)) y
se determind el angulo de contacto de Young (teta
0, ver Tabla 2) entre la superficie y el liquido. De
acuerdo a los resultados reportados en la Tabla 2,
se observa un fuerte caracter hidréfobo de las
superficies activas, dado por los angulos altos (0 ~
90°) utilizando agua como disolvente, y angulos
menores a medida que disminuye la polaridad del
disolvente (etilenglicol, seguido de 1,3-propa-
nodiol). Ademaés, se observa un aumento en el
angulo de contacto en las superficies luego de la
modificacion con los 4&cidos hUmicos; estas
moléculas orgéanicas son estabilizadas principal-
mente por interacciones hidr6fobas y enlaces de
hidrogeno, lo que le proporciona caracteristicas
hidrofilicas a las SM.

Mientras que, para las biopeliculas formadas en
dichas superficies, se observan angulos mayores a
medida que disminuye la polaridad del solvente, lo
gue sugiere que la superficie de la biopelicula
formada muestra una tendencia hidrofilica.

Tabla 2. Medidas de angulo de contacto con agua (W), 1,3-propanodiol (PD) y etilenglicol (EG) para celulosa activa (AC),
superficie modificada (MS) con &cidos humicos del suelo 1y 2 y biofilm formado sobre MS+1.2 (BF1 y BF2).

Angulo de contacto de Young 6 (°)

AC MS: BF4 MS, BF.
w 73,37+2,03 85,18+1,33 46,194527 83,58+0,48 43,30+1,11
PD 51,95+3,34 66,01+2,80 59,10+4,09 66,86+1,04 64,43+4,97
EG 56,86+3,24 66,80+2,73 56,75+1,74 72,8945 54 59,56+0,37
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Tabla 3. Componentes polares, no polares, y total para cada solvente utilizado, y energias superficiales para cada superficie;
CA, SMy BF.

Y Yir  YiAB Yy Yot Y'stot(md/m2)
Solvente : : : : : Superficie
(mJim?) Componente de suelo1 ~ Componente de suelo 2
w 34,2 19,0 51 219 729 CA 0,26 + 0,86
PD 33 41 212 6,8 28 SM 1,12+0,76 0,86 + 0,71
EG 2,6 348 190 290 480 BF 0,32 £ 0,46 0,67 +0,21

los solvente de prueba registrados en la literatura
CA [3,19] se obtiene los valores de la energia
superficial total de cada una de las superficies
modificadas y las biopeliculas formadas sobre ellas
SM (Tabla 3). Es posible observar un aumento en Y
para cada una de las SM obtenidas, dada
probablemente por el aumento de la rugosidad
superficial, lo que conduce a sustratos con un area
de superficie mayor, la reduccién de las fuerzas de
BF deslizamiento en la superficie y mayor
susceptibilidad a la formacion de biopeliculas
[rm—————cem—

bacterianas en ellas. Sin embargo, se aprecia un

incremento de energia superficial para las SM;

w PD EG mayores con respecto a SM», indicando una buena

Figura 3. Imagen de angulo de contacto con agua (W), 1,3- mojabilidad y fuerte afinidad a adherir sustancias

propanodiol (PD) y etilenglicol (EG) para celulosa activa (CA),  S0bre ellas con el objetivo de mantener un estado
superficie modificada (SM) con Acidos humicos del suelo 1y~ de minima energia.

2,y BF sobre MS1-. L ..
3.3.2 Determinacion del area superficial total de

las células de la biopelicula (rc)

Las células de Azotobacter chroococcum se
caracterizan por ser bacterias Gram-negativas, y
tener una morfologia pleomorfica, variando su
forma desde bacilos hasta células en forma cocoide
en distribuciones celulares individuales, pares o
formando agregados irregulares [20]. Para la
Figura 4. Imagenes mediante microscopia Optica (A) y  determinacion del area celular total de cepas
electronica (B) de Azotobacter chroococcum. bacterianas de A. chroococcum, se realizd

aproximacion geométrica mediante Microscopia
Estos resultados demuestran una buena adhesion  Optica (MO, con el objetivo de obtener
bacteriana en superficies hidréfobas. En  informacion sobre la estructura celular y verificar
congruencia con esto, los estudios han encontrado  la pureza de las colonias mediante tincion de
que en superficies rugosas la colonizacion Gram) y Microscopia Electronica de Barrido
microbiana aumenta ya que las fuerzas de (SEM, para determinar la morfologia y cuantificar
deslizamiento se reducen y la estructura de la el radio de las células). De acuerdo a las imagenes
biopelicula formada se mantiene estable [18]. de MO y SEM, se logro identificar una morfologia
A partir de los resultados de angulo de contacto  en forma de cocos (Figura 4), permitiendo estimar
(ver Tabla 2) y de los componentes polares (dcido  una geometria esférica con un diametro celular de
Y* y base Y") y no polares o dispersivos (Y'") de  aproximado de 0,78 pm [20].
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Tabla 5. Espesor de biopelicula y energia superficial total

para las BFs
Mm) =4,42x106  AYbiopelicula (M) X107 Er (mJ) x10-
BF1 5,36 +2,42 7,25+5,89
BF 2,52 +1,30 6,03 £4,73

Este tipo de bacterias son conocidas como
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(PGPB por sus siglas en inglés), ya que, por medio
de interacciones no simbidticas, llevan a cabo la
fijacion biol6gica de nitrdgeno, favoreciendo el
crecimiento y nutricion de la planta [21]. Para
llevar a cabo este proceso, se requiere de altos
niveles energéticos que son proporcionados por la
materia organica presente en el entorno
microbiano. Por lo tanto, seria de esperarse que
suelos ricos en materia organica satisfagan esta
elevada demanda.

Por otra parte, la materia organica en los suelos
puede encontrarse como MOH y MOL. En la
primera, los AHs son el principal componente y
debido a sus interacciones hidrofobas con las zonas
no polares de las cadenas de lipopolisacaridos
presentes en la pared celular bacteriana, forman un
sistema AH-bacteria, el cual ha sido ampliamente
usado como vehiculo transportador de PGPB y de
esta manera favorecer cambios fisiolégicos y
anatémicos en las raices de la planta, fomentando
la adhesion de la bacteria y la colonizacion [21,
22]. Adicionalmente, los contenidos de cadenas
alifaticas de aminodacidos, péptidos y 4acidos
alifaticos presentes en los AHs, representan fuentes
nutritivas para las células microbianas [23]
Algunos autores han reportado que el uso de AHs
en cultivos de maiz, incrementa directamente el
numero de comunidades bacterianas adheridas a la
superficie de las raices de la planta, formando
sistemas raiz-bacteria-AH, en los cuales se
fomenta la encapsulacion de las PGPB como
medio de proteccion frente a compuestos
quimioatrayentes o antimicrobianos [24].

3.3.3 Determinacion del espesor de la biopelicula
(A)/biopelicula)

El espesor de la biopelicula formada sobre las SM;
y SM; (BF1 y BF; respectivamente) se determind
mediante andlisis por FTIR-ATR y FEDS,
utilizando la ecuacién 3. Para ello, los espectros
obtenidos fueron analizados en la region de

vibracion del marcador espectral incorporado
(rango espectral 2185-2345 cm™) antes y después
de la formacion de la biopelicula sobre las
superficies. Los resultados se encuentran en la
Tabla 5.

A ., A
AYpiopeticuta = gln A_(1] —jln A_(Z] 3
Siendo
_ Adpl
9= n(n2sen2p-n?)05 (4)
. Ad
j= - (5)

n(nZsen2¢@p-n?)05

donde A es la longitud de onda asociada al
marcador en las SM como en las BFs (~4,42x10®
m), dp;, A1 y dpz, Az es la profundidad de
penetracion y la absorbancia maxima en la region
de andlisis para SM y BF respectivamente, Ao es la
absorbancia maxima blanco (CA), n; es el indice
de refraccion del cristal FTIR-ATR (n1=2.42), nz es
el indice de refraccion de la muestra (n,=1,50 para
las SM y 1,35 para las biopeliculas [3, 25]) y ¢ es
el angulo de incidencia del haz IR (¢ = 45°) [3].

De acuerdo a los resultados en la Tabla 5, no se
puede apreciar diferencia en los espesores de
biopelicula en cada de las superficies modificadas
con los acidos himicos provenientes de los suelos
vallecaucanos y cordobeses, sin embargo, se espera
que la formacién de biopeliculas bacterianas tenga
una marcada tendencia sobre las SM;, debido a su
elevada energia superficial, haciendo que los
mecanismos de adherencia bacteriana presenten
preferencias hacia dichas superficies.
Adicionalmente, se cuentan con Ayniopelicula MUY
bajos (aprox 1,4-3,1 veces el didmetro de la
célula), lo que sugiere dos formulaciones
hipotéticas: 1) las condiciones de formacion de
biopelicula evaluadas apuntan a una primera fase
de evolucién, donde se cuentan con capas
bacterianas de poco espesor, y 2) posterior a la
primera interaccion entre la célula bacteriana y la
superficie, se presenta la segregacion de material
polimérico al medio conformando la matriz de
exopolisacéridos o glicocalix, el cual permite la
adherencia irreversible de las células en contacto
con la superficie y de otras células bacterianas
desde los alrededores hasta la matriz polimérica,
incrementando el espesor de la biocapa bacteriana
[26]. De esta manera, se asume que el espesor de la
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biopelicula depende principalmente de los
nutrientes presentes en la matriz polimérica una
vez la interaccién célula-superficie se ha llevado a
cabo e inicia la interaccion y atraccion con otras
células microbianas mediante sefiales quimicas
peptidicas que estimulan la generacion de enzimas,
proceso conocido como: Quorum sensing [27,28].

3.3.4 Determinacion de la energia superficial total
(En

De acuerdo con las ecuaciones 2 y 3 y una
superficie de 0,0025m?, se determind la energia
superficial total para las biopeliculas formadas (ver
Tabla 5). Et representa la afinidad de las células
bacterianas hacia una superficie en especial y la
tendencia de dicha superficie hacia la colonizacion
bacteriana en términos de energia de interaccion,
por lo que de acuerdo con los resultados obtenidos
se pueden apreciar valores de Et (0,0021 y 0,0038
nJ/um3; tomando el volumen de la biocapa a partir
del Aybiopelicula encontrado y asumiendo una
adherencia en total en toda la superficie) los
cuales, en comparacion con mediciones hechas a
partir de microscopia de fuerza atémica [29], son
valores alrededor de 26-47 veces mas pequefios.
Esto puede presentarse debido a los bajos
espesores de biopelicula obtenidos en comparacién
con los estudios citados.

La gran ventaja de este modelamiento, es la
estimacion de la fuerza con la cual las células
bacterianas estdn adheridas a la superficie, sin
necesidad de implementar técnicas costosas y
laboriosas como micromanipulacion, microba-
lanzas de cuarzo, FEM, entre otros, que buscan
eliminar la bateria de la superficie utilizando una
fuerza igual y opuesta para dicho proceso [28]. En
este caso, la medicién de diversos pardmetros a
partir de técnicas analiticas sencillas y econémicas,
junto con el modelamiento del mecanismo de
adhesion bacteriana, permitio elucidar la fuerza
con la cual las células de A. chrocooccum estan
adheridas sobre superficies modificadas con acidos
hamicos. Asimismo, da una apreciacion de la
fuerza de interaccion del sistema bacteria-AHs que
se lleva a cabo en los suelos. Por otro lado, para
evaluar la energia superficial total por UFC
(Ex/UFC) en funcién de las UFC en el medio, se
idealiza la situacion en la cual se tengan presentes
entre 1x108y 9x10° con incrementos impares (1, 3,

o
[=]

— BF1
— BF:2

Et x 10" (mJIUFC)
*_I. -_l _-M -ha
o on o on

o
o

=
[=

0 5,0 1,0
UFC x 109

Figura. 4. Estimacion de la energia superficial total por
unidades formadoras de colonia; ET/UFC en funcion de las
UFC en el medio.

5y 9x10® y 1, 3, 5 y 9x10°, se encontré que
evidentemente Er disminuye a medida que
incrementan la concentracion bacteriana (ver
Figura 5), esto es debido a que, al incrementar las
UFC adheridas en la superficie, los espesores de
biopelicula incrementan, y las biocapas celulares
mas externas presentan fuerzas de interaccion cada
vez menores, llegando a una etapa de
desprendimiento celular [28]. Esto concuerda con
los patrones de patogenicidad y virulencia de las
células que conformas biopeliculas, de esta manera
se garantiza la colonizacion de nuevas superficies
y entornos.

4. Conclusiones

Mediante la metodologia desarrollada en esta
investigacion, no fue posible identificar una
diferenciacion entre la afinidad de la célula
bacteriana hacia los mismos tipos de compuestos
del suelo (AH: y AHy). Los resultados sugieren
que se presenta adhesion bacteriana cuya energia
de adhesion es medible mediante Er. Sin embargo,
es necesario analizar diferentes superficies para
describir varios mecanismos asociados con la
naturaleza de estas mediante el uso de técnicas
instrumentales y modelos fisicoquimicos con
especial énfasis en las interacciones de la
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superficie. Por lo que este método es una
herramienta prometedora para la descripcion del
proceso de colonizacion microbiana de suelos.
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