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Resumen

Las biopeliculas son organizaciones que tienen microorganismos que viven adheridos a
las superficies. Poseen variedad de caracteristicas: adherencia, heterogeneidad, capacidad
de comunicacion intercelular, resistencia antimicrobiana, diversidad de microambientes y
muchas mas. Los estudios demuestran que en su proceso de formacién se han encontrado
variedad de productos de los que se pueden mencionar: enzimas de colagenasas,
fibrinolisinas que degradan epitelios, liberacion del lipopolisacarido por bacterias gram
negativas, produccion de leucotoxinas que lisan los leucocitos polimorfonucleares,
proteasas que desdoblan anticuerpos como el IgG e IgA, secreciones de desechos
metabdlicos citotoxicos como &cido butirico y propidnico. Estos microorganismos tienen
la particularidad de crear resistencia a los agentes antimicrobianos por medio de uno o
mas mecanismos (Betancourt M et al. 2004). Continuamente se investiga el
funcionamiento de diversas biopeliculas con el objetivo de obtener nuevas cepas para
aplicarse en el campo de la biorremediacion. En este articulo podra ver sus ventajas,
métodos, técnicas y procedimientos para conocerlas, investigarlas y poder utilizarlas en
procesos de biorremediacion.
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Abstract

Biofilms are organizations with living organisms adhered to surfaces. They have a variety
of features among which we can mention: adhesion, heterogeneity, intercellular
communication skills, antimicrobial resistance, diversity of microenvironments and many
more. Many studies show that in the process of formation there can be found a variety of
products, including: collagenase enzymes, which degrade Fibrinolysin epithelia, release
of lipopolysaccharide by gram negative lysing leukotoxins production of
polymorphonuclear leukocytes, proteases unfolded antibody and the 1gG and IgA
secretion of metabolic waste cytotoxic as butyric and propionic acid. These
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microorganisms of the biofilm have the distinction of developing resistance to
antimicrobial agents by one or more mechanisms (Betancourt M et al. 2004). The
operation of various biofilms is continually investigated with the objective of obtaining
new strains to be applied in the field of bioremediation. In this article you will see their
advantages, methods, techniques and procedures to know, investigate and use them in
bioremediation processes.

Keywords: biofilm, methods, microorganisms, growth

INTRODUCCION
e denominan biopeliculas aquellas comunidades de células adheridas a
una superficie gracias a una matriz extracelular. James Netterwald, en la
revista Genomics and Proteomics, define como una monocapa de
bacterias sobre una superficie a un tapete microbiano tan complejo que
se podrian considerar como auténticas ciudades microbianas (Lozano TJA 2005).

Las biopeliculas se observan naturalmente en nuestro alrededor. Crecen donde
hay condiciones favorables para ellas. Podemos verlas en la gelatina mocosa que cubre
los tiestos del jardin, la parte verde oscura que cubre las piedras en los lagos, rios,
manantiales, la parte exterior de los barcos y en las tuberias de las plantas de tratamiento
de aguas usadas y potables. Poseen superior capacidad para formarse y no tienen
restricciones de ningun grupo especifico de microorganismos y los estudios indican que,
en condiciones ambientales adecuadas, todos los microorganismos son capaces de formar
biopeliculas en cualquier lugar. Uno de los componentes importantes en la biopelicula es
el agua, este es de mayor cantidad, representa aproximadamente un 97% en su totalidad.
La matriz de la biopelicula es un complejo formado principalmente por exopolisacaridos.
En menor cantidad, se encuentran otras macromoléculas como proteinas, acido
desoxirribonucleico (ADN) y productos diversos procedentes de las lisis de las bacterias
(Lasa et al.2005).

FORMACION DE UNA BIOPELICULA
a biopelicula se forma cuando la bacteria capta ciertos parametros
ambientales (disminucion o aumento de la disponibilidad de nutrientes y

de hierro, cambios de la osmoralidad, el pH, la tension de oxigeno y la
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temperatura) que disparan la transicion de la forma planctonica a un crecimiento sobre
una superficie (Donalan et al. 2002, Stewart et al. 2001, Watnik et al. 2000). El
procedimiento de formacion de una biopelicula, segin Monroe (2007), se resume de la
siguiente forma: el proceso de formacion de las fases de una biopelicula comienza con la
unién inicial, union irreversible, maduracion I, maduracion 11y dispersion. Cuando se
completan estos pasos, entonces la formacion de la biopelicula toma un anclaje inicial
(reversible) y flagelos. Ocurre la formacion de la monocapa, pasa a la maduracién y
ocurre la formacion de microcolonias. Todos estos procesos llevan a la dispersion, bajo
concentracion de nutrientes, para llegar a la migracion por canales de agua. Esto es un
proceso ciclico que ocurre continuamente para dar paso a la formacion de nuevas
biopeliculas (Monroe 2007).

Las biopeliculas o biofilm se describen como una serie de microorganismos que
se encuentran viviendo en un expolimero que estd compuesto de glicocalix a un 75% y
que, cuando se organizan, forman colonias adheridas a diferentes areas superficiales, no
importa su textura ya sean blandas o duras. El resultado es un exopolimero, el cual es
producido por los mismos microorganismos que, en conjunto, forman una matriz
adherente donde la mayoria quedan atrapados y comienza la organizacién de colonias
con diferentes requerimientos metaboélicos (Betancourt M et al. 2004). Las caracteristicas
mas importantes de las biopeliculas la definen como: células adheridas a las superficies,
compuestas por constituyentes organicos e inorganicos. Esta se forma en multiples etapas
y Su crecimiento es estructurado y con una arquitectura muy compleja (Costerton et al.
1999). Sus colonias o comunidades generalmente son mixtas. Los gradientes fisico-
quimicos, dentro de las biopeliculas maduras, resultan en un gran namero de
microambientes potenciales dentro de un area muy pequefia. En su mayoria son muy
resistentes a los antibidticos y desinfectantes (Seong et al. 2011). Su comunicacion es de
célula a célula. Las biopeliculas maduras pueden contener alrededor 1010 células/ml,
parte de estas células se liberan y pasan al agua (Stantley et al. 1983, Stickler et al. 1993,
Costerton et al. 1995, Cadwell et al. 1995).

Las bacterias han crecido en biopeliculas durante millones de afios. La formacion
de éstas representa un problema para personas que reciben alguna operacion o trasplantes

de 6rgano. Estos microorganismos son muy dificiles de exterminar con agentes
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antimicrobianos y la liberacion de bacterias, desde la biopelicula, puede provocar una
infeccion (Lasa et al. 2005). El interés en las biopeliculas esta relacionado a la
implicacion que vemos en la resistencia a antibioticos y a desinfectantes, ya que ésta
demuestra tener una estructura mas fuerte y menos accesible que una colonia. Estas
también son una herramienta de supervivencia importante en bacterias. Los
desinfectantes y antibidticos sélo alcanzan a las células méas expuestas de la superficie,
aunque algunas veces se pueden difundir al interior de la misma, su concentracion y las
bacterias que estan en la base podrian ser resistentes, lo que evitaria su destruccion
(Francolini et al. 2004).

VENTAJAS DE LAS BIOPELICULAS
Igunas de las ventajas de las biopeliculas es que se encuentran en
ambientes resguardados y tienen mejor captacion de nutrientes.
Cuentan con proteccion frente a sustancias tdxicas y biacidas, con un
metabolismo mas activo, ayudandole a un mayor crecimiento. Los
microorganismos interaccionan entre ellos. Existe la posibilidad del intercambio de
material genético y metabdlico (Costerton et al. 1987,1999).

En el medio ambiente, todas las superficies son sustratos potenciales para las
biopeliculas. Son utilizadas en las plantas de tratamiento de las aguas residuales. En
cuanto a la salud publica, normalmente la consideran dafiina y potencialmente
perjudicial. Entre otros impactos positivos de las biopeliculas se podria mencionar la
depuracion por humedales destruidos, bioremediacion de zonas contaminadas,
biodegradacion y biobarreras protectoras. En cuanto a los impactos negativos, éstos se
observan mas en la salud, infecciones en implantes dentales y catéteres (Hall-Stoodley et
al. 2004).

TECNICAS, METODOS Y PROCEDIMIENTOS DE ESTUDIOS
xisten variedades de técnicas para el estudio de biopeliculas y se
clasifican como técnicas directas e indirectas. En el caso de la técnica de
desprendimiento, existe la de zonificado y raspado-ultrasénico (Vargas

et al. 2008) que explica el disefio experimental, el cual permite obtener
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resultados eficientes en el desprendimiento de células sensibles viables, empleando la
técnica de zonificado. Durante este estudio, se desarrollaron biopeliculas de las bacterias
reductoras de sulfato Desulfovibrio termitidis por 24 horas, sobre laminas de hierro y
acero de carbon a diferentes geometrias. Luego de obtener la eficiencia maxima, se
corroboro con la técnica de raspado-ultrasonico y zonificado. El resultado final fue el
comparar el desprendimiento de células viables entre la técnica de zonificado y raspado-
ultrasonico, donde la técnica de zonificado resultd 10 veces mas efectiva.

Otro estudio lo fue el implementar y validar técnicas analiticas que permitan
caracterizar la biopelicula sobre un soporte sintético. El trabajo se dividio en dos etapas
para realizar el estudio de formacion de biopeliculas en los diferentes materiales: textiles,
metales, plésticos, fibras, placas, hilos y alambres. En la primera etapa se construyo6 un
reactor a escala de laboratorio, con sistema de recirculacion de humificacion y suministro
de nutrientes. La atmosfera interior del reactor se mantuvo saturada con un filtro de
compuestos organicos volatiles (COV). Se observd la influencia del medio mineral en la
formacion de la biopelicula. Se midieron la biomasa, adsorcion de contaminantes y
repelencia al agua en cultivos mixtos. Las biopeliculas se desarrollaron por varios dias a
37°C, pH 7.0 y 150 rpm (rotacion). Se observo su formacion con un microscopio
electronico de barrido (SEM) y se determind la capacidad de eliminacion global (CE) con
el método de microcosmos y la biomasa por peso seco y nitrdgeno proteico. Se determiné
la hidrofobicidad y adsorcion. Los resultados arrojaron crecimiento de todas las
superficies excepto el tubo de cobre. La mayor formacion, expresada por g de biomasa
seca/m? por soporte, se observé en el alambre por fibra de acero inoxidable y en las fibras
de piliamida-poliester. Para esto, se incluyeron estudios con microfotografia cinetica del
CE especifico, nivel de hidrofocibilidad e isoterma de absorcion (Carcado et al. 1999).

En Valencia, Espafia, estudiaron las poblaciones microbianas del agua en piscinas
nucleares. También, se estudid la formacion de biopeliculas en las instalaciones de la
central nuclear y de su posible uso de esas poblaciones de bacterias para la
biorremediacion de aguas radiactivas. Para analizar la formacion de las biopeliculas, se
utiliz6 una piscina de combustible nuclear usado, se sumergieron durante 34 meses (en
condiciones estaticas y dinamicas) pedazos de acero inoxidable, asi como ovillos de

acero inoxidable y titanio (99.9%). La observacion con el microscopio de
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epifluorescencia y el microscopio electrénico de barrido reveld la formacion de
biopeliculas sobre las muestras a pesar del caracter radioactivo y oligotréfico del agua.
De acuerdo con los métodos estandar de cultivo y secuenciacion de los fragmentos del
16S rADN, los resultados de estas biopeliculas fueron 57 diferentes grupos de bacterias
a-, B-, y y-Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteridae. Para medir la radiactividad de
las biopeliculas se uso6 el metodo por espectrometria radionucléidos, especialmente
%Cobalto. EI empleo de materiales metélicos para descontaminar aguas radiactivas
podria ser un nuevo método de biorremediacion (Sarro et al. 2005).

Los microorganismos juegan un papel muy importante en los roles del habitat de
la tierra. Los métodos tradicionales de identificacion son importantes pero nos limita a
saber informacion sobre la diversidad microbioldgica en muestras en el ambiente natural.
Es por eso que se utilizan técnicas moleculares para poder estudiar la diversidad
microbiana y para ayudar en la bioremediacion de monumentos histéricos y trabajos de
arte. Otro estudio demostrd las diferentes estrategias y métodos para utilizar. Este se
dividi6 en dos partes en las cuales se tomaba la muestra y se realizaban las extracciones.
Para buscar la diversidad microbioldgica, se tomo la muestra, se extrajo el ADN, se
realizo la amplificacion del PCR, se llevo a cabo el “Fingerprinting” (DGGE) y se
construyo la libreria del ADN. En la segunda parte, se analizaron las identificaciones del
organismo y, de la misma muestra, se extrajo el ADN, luego, realizaron el “screening” de
la libreria y realizaron la secuenciacion, “Homonology search”, para llegar a la
identificacion del organismo. Este estudio proveyd nuevas perspectivas para demostrar
que la aplicacion de los métodos moleculares es eficiente para disefiar estrategias
adecuadas para la conservacion y proteccion de monumentos, en beneficios de
generaciones futuras. También, el estudio aportd nuevas perspectivas para futuras
investigaciones (Gonzalez et al. 2005).

Muchos microorganismos presentes en las superficies de materiales pueden tener
un efecto dafiino o beneficioso en el funcionamiento de dichos materiales. Se sabe que el
crecimiento asociado a superficies, como las biopeliculas, estimula el desarrollo del
bioensuciamiento (“biofouling”). La presencia de las biopeliculas, la cual se ha estudiado,
puede promover en las interfaces reacciones fisicoquimicas no favorecidas en

condiciones abidticas. En los materiales metalicos, los cambios no deseados en las
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caracteristicas del material y por una biopelicula (capa de bioensuciamiento) se denomina
corrosion microbiana. La biocorrosion se produce en habitats acuaticos y en dichos
sistemas la quimica de las interfases refleja una gran variedad de actividades fisiologicas
realizadas por diversas poblaciones microbianas que crecen muy bien en las biopeliculas.
La biocorrosion puede verse como la consecuencia conjunta de reacciones biologicas y
abioticas de transferencia de electrones de los metales, dando lugar a reacciones redox,
favorecidas por la ecologia microbiana. Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
derivadas de microorganismos, que estdn compuestas de diferentes macromoléculas,
miden la adherencia inicial de la célula a la superficie del material donde el resultado
constituye la matriz de la biopelicula. Este estudio prob6 que existe desconocimiento
sobre cémo contribuyen las EPS a la biocorrocién. Las técnicas utilizadas en este estudio
fueron espectroscopia de fuerza atbmica y espectrometria de masas (Beech et al. 2005).

Por otro lado, las biopeliculas cianobacterianas son comunidades complejas que
ejercen una actividad deteriogénica importante en monumentos histéricos. Por su parte,
las comunidades cianobacterianas en Palenque, Brasil, estan compuestas por mas de 10
especies, de las cuales dominan los morfotipos cocoidales. EI método basado en el uso de
PCR aplicado directamente para amplificar ADN de células cianobacterianas no
cultivadas obtenidas en el monumento de Brasil, indican que las cianobacterias
secuenciadas corresponden con sus respectivos grupos morfoldgicos (tal como se define
en los cddigos bacterianos y botanicos). En general, el estudio mostré que las
cianobacterias cocoidales son los principales colonizadores en los monumentos historicos
latinoamericanos. Estos monumentos estan sometidos a climas tropicales y subtropicales,
haciendo que la evaluacion de su potencial actividad deteriogénica requiera del desarrollo
de técnicas moleculares rapidas. Los estudios polifasicos son esenciales para la
diversidad microbiana global (Benjamin et al. 2006).

Se evalu6 el comportamiento de las biopeliculas en tuberias a presion a través de
un montaje de recirculacion compuesto por cuatro tuberias en paralelo. Evaluaron el
crecimiento de las biopeliculas, la eficiencia de remocion de los lavados y el
comportamiento de las pérdidas de energia a través del tiempo. El resultado de la

experimentacion concluyé que los lavados consecutivos son un medio efectivo para
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controlar el crecimiento de bacterias y poder restablecer las pérdidas de energia en un
sistema de tuberia a presion (Reyes et al. 2005).

Por otro lado, examinaron la relacion antagdnica entre bacterias bénticas que
conforman las biopeliculas en diferentes substratos marinos, de donde se aislaron 29
cepas de la macroalga Lessonia nigrescens. Utilizaron sustratos artificiales en el
aislamiento de larvas de ostion (Argopecten purpuratos) y abalon (Haliotis discus
hannai). El resultado fue las interacciones antagénicas entre los morfotipos
seleccionados, indicando que la produccion de sustancias inhibidoras es comin entre
bacterias aisladas de biopeliculas, por lo que las ventajas competitivas sobre otras
bacterias es mayor y, por tanto, juegan un importante rol en el control de funciones en
microhabitat epifiticos (Avendafio et al. 2005).

Otra técnica de secuenciacion es la de disparo conocida como “shotgun”,
desarrollada por Celera Corp. Esta compafiia descubrié un microorganismo mas pequefio
que un virus, que habitaba en los suelos que cubrian el limo de las minas y, a su vez, los
convertia en &cido. Esto causaba un problema de contaminacién, ya que ocasionaba la
contaminacion de las corrientes de aguas. La secuenciacién de disparo es el método mas
rapido de identificar un microorganismo, como el cultivo de PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa), en la que se puede perder una gran cantidad de microorganismos. La
secuenciacion “shot gun” (aleatoria por fuerza bruta o a perdigazos) es el método
utilizado para la secuenciacion rapida de ADN de muestras complejas o de gran tamafio.
El proceso conlleva la fragmentacion aleatoria de la muestra en pequefios fragmentos y el
posterior ensamblaje de las lecturas obtenidas mediante el estudio, normalmente con la
ayuda de un programa informatico. En el estudio, las aqueobacterias descubiertas, que
viven en el drenaje altamente rico en acido de las minas, son arqueotipos de vida que
podria existir en otros planetas, tales como el suelo rico en hierro y azufre de Marte
(Berkeley 2006).

Otros ejemplos de organismos del drenaje de las minas que viven en una
biopelicula son las color rosacea en charcas de acida verde, éstas obtienen energia
mediante la oxidacion de hierro, que es generalmente herrumbre, y en este proceso crean
acido sulfurico y disuelven pirita (sulfato de hierro u oro) para liberar mas hierro que

azufre. Este proceso automantenido crea el drenaje de acido que contamina los arroyos y
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los rios. Este estudio demostrd que los organismos encontrados podrian ser los mas
pequefios que se han conocido y que no estan totalmente seguros que puedan vivir
independientemente. De tener suficientes genes, pueden valerse por si mismos o, por lo
contrario, son simbioticos con otros organismos, o se estan alimentando de éstos
(Berkeley 2006).

Otra aplicacion estudiada son las aplicaciones de las comunidades microbianas
sobre monumentos histéricos. Se analiz6 la contribucion de las comunidades microbianas
a las formaciones de las estalactitas. El factor microbiano y la influencia del metabolismo
bacteriano son importantes para el equilibrio del bicarbonato, ya que aumentan la
solubilidad de los minerales carbonatados y, como resultado, proporcionan sitios de
nucleacion. Con esta aplicacion, detectaron las comunidades microbianas activas en la
cueva de Sahastradhara, India, y utilizando la técnica de FISH, identificaron:
cianobacterias, bacterias heterotrofas, O-Proteobacterias, 26% y Archea (Sushmithan et
al. 2005).

En estudios de laboratorio, se analizaron muestras de bacterias de cuevas, con el
proposito de verificar el crecimiento fractal, produccion de pigmentos, formacién de
biopeliculas, especificamente el efecto del acido alginico, y la monitorizacién de la
colonizacion bacteriana. Para conocer detalles del ambiente en la cueva, tomaron los
parametros de temperatura por cada mes y la humedad relativa (Laiz et al. 2000).
Identificaron varios géneros de bacterias gram negativos, gram positivos y
actinobacterias. Como resultado de la prueba de crecimiento fractal de Nacardiopsis
dassonvillei, esta bacteria se desarroll6 en varias concentraciones de peptona, donde la
concentracion al 2% fue la favorecida. Caracterizaron las cepas de Streptomyces sp.,
aisladas del mausoleo circular. Todas las superficies fueron comparadas por crecimiento
microbiano durante 8 afios, donde obtuvieron un 50% de crecimiento. En la biopelicula
sobre el sustrato litico, observaron que la naturaleza de los exopolimeros era variada por
grupos funcionales que pueden unirse a cationes. En la exopolimero de Pseudomona
aeruginosa se detectaron grupos carbonilo e hidroxilo del acido alginico, formacion de
complejos con la superficie mineral y la liberacién de calcio de los sustratos calizos (Laiz
et al. 2000). Continuando con la formacién de la biopelicula, el estudio de genémica y

protedmica concluyd con un 30% de genes que se expresan diferencialmente, estos genes
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son responsables de la transicion de la biopelicula plactonica. Elementos que intervienen
en la formacion de la biopelicula de muchos géneros bacterianos son: la familia de
proteinas (“biofilm associated protein”), la superfamilia de la proteina (GGDEF) y el
polisacarido celulosa. La formacion de la biopelicula utiliza la regulacién del sistema
“quorum sensing” o autoinduccion; el mecanismo dependiente de la sefial de la molécula
autoinductor permite a la bacteria sentir la densidad de la poblacion. Una de las
moléculas que bloquean el sistema de “quorum sensing” es Delisea pulcra, furonama.
Para poder saber el efecto del &cido alginico sobre la disolucion de calcita, se debe
conocer la composicion quimica, grupos carbonilo e hidroxilo, alginatos, adsorcion de

acido, acumulacién y la adsorcién irreversible (Perry et al. 2004).

CONCLUSION
I mundo de la biotecnologia sigue abriendo caminos y debemos
continuar investigando, desarrollando y trabajando en conjunto para
encontrar nuevas herramientas que nos ayuden a combatir la
contaminacion ambiental y las enfermedades de la nueva era utilizando
procesos naturales como la biorremediacién. Los métodos aqui mencionados han probado
ser efectivos para lograr identificar soluciones a problemas de contaminacion en
diferentes lugares. El uso de las biopeliculas es una forma natural de contribuir a
remediar lugares impactados por sustancias contaminantes 0 microorganismos. Se utiliza
de manera natural estos microorganismos que desarrollaron la capacidad de trabajar
juntos y adaptarse a un medio ambiente especifico. Estos actian degradando el
contaminante de forma natural, econdémica y, de esta manera, se puede continuar
desarrollando técnicas y métodos para trabajar con lugares impactados de forma natural,
ayudando a la conservacion de monumentos historicos, aguas, suelo, superficies y la

salud.
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