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Resumen

De la tesis de Fernanda Garcia Moreno, presentada como requisito para la obtencion del

titulo de Bioingeniero, Ensenada, Baja California, junio de 2023.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son un gran grupo de sustancias quimicas que
han causado una gran preocupacion debido a su amplia distribucién en el medio ambiente,
potencial de bioacumulacion, efectos nocivos y resistencia a la biodegradacion. La contaminacion
por HAP del suelo y el agua se atribuye principalmente a los hidrocarburos de las refinerias de
petroleo, las industrias petroquimicas, el trafico maritimo, las actividades humanas y otras fuentes.
Una estrategia para eliminar este grupo de contaminantes es el uso de bacterias
hidrocarbonoclasticas nativas. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo investigar la capacidad

hidrocarbonoclastica de Nesterenkonia sp., una bacteria aislada de la Costa de Baja California.

La cepa CSB8-2 fue aislada de sedimentos marinos en la costa del puerto de Rosarito en Baja
California, México. La cepa aislada se identificO como Nesteronkonia sp. por secuenciacion del
gen 16S rDNA. La cepa CSB8-2 puede crecer eficientemente en placas de medios nutritivos
suplementados con NaCl al 3% y diferentes concentraciones de naftaleno, fenantreno o pireno en
un rango de 0.1g L-1 a 40g L-1. Estos estudios sugieren que CSB8-2 es un microorganismo

moderadamente hal6filo con un alto potencial para utilizar HAP de bajo y alto peso molecular

como fuente de carbono y energia. Por lo tanto, CSB8-2 podria ser una herramienta factible para

la biorremediacidén en ambientes salinos contaminados con HAP.

Resumen ap
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biorremediacion, halofilo
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1. Introduccidn

1.1 Contaminacion Ambiental

La contaminacion, en stricto sensu, es la introduccion en el medio ambiente de sustancias
nocivas de origen antropogeénico o de sustancias naturales fuera de su proporcion o lugar normales,
segln lo menciona Rudin (1997) IM; de similar forma Parker y McGraw-Hill Book Company (1997)
la describen como la destruccion o deterioro de la pureza del medio ambiente 2 y en “El gran
diccionario del medio ambiente y de la contaminacion” la explican como una alteracion de los
elementos necesarios para la vida, tierra, agua o aire, o perturbacion sobre los seres vivos gue se
origina como consecuencia de dicha alteracion 1. A pesar de la infinidad de conceptos que se tiene
para esta palabra, se pueden rescatar puntos en comun de su significado, por lo que se puede
concluir que la contaminacion es la presencia de componentes en un ambiente de tal forma que

genera consecuencias negativas.

En general, la contaminacion ambiental es mayor en los paises de medianos y bajos
ingresos que en los paises desarrollados, posiblemente debido a la pobreza, la mala legislacion y
el desconocimiento de las formas de contaminacion; los humanos se enfrentan a la contaminacion
diariamente sin saberlo .. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 8,9 millones
de personas mueren cada afio por enfermedades provocadas por la contaminacion, 8,4 millones
(94 %) de ellas en paises pobres Bl; en comparacion, el VIH/SIDA causa 1,5 millones de muertes
por afio ¥y la malaria y la tuberculosis causan menos de 1 millén de muertes cada una "1, Los
productos quimicos tdxicos son causas cada vez mas importantes de contaminacién en todo el
mundo, se utilizan en una amplia gama de productos, estan difundidos en el medio ambiente global
y hoy en dia son detectables en los cuerpos de la mayoria de las personas; muchos nunca han sido
probados adecuadamente para la seguridad . Los impactos no son solo sobre los humanos sino
también sobre otros animales acuaticos y terrestres, incluidos los microorganismos, que por su
abundancia y diversidad tienden a mantener su funcion biogeoquimica necesaria para el

sostenimiento del ecosistema [,

Existen diferentes rutas por la cual el ambiente es contaminado como lo es la
contaminacion acustica, la que se produce con cualquier ruido excesivo ya sea en proporcion,

frecuencia, tono, volumen o ritmo 1%: la contaminacion luminica, que viene en muy diversas
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formas, incluyendo el halo luminoso nocturno, la invasion luminica, el brillo deslumbrante y la
iluminacion excesiva [*¥: la contaminacion visual, aquella que en determinado momento perturba
la visualizacion de un espacio publico irrumpiendo con la estética del paisaje y que a su vez genera
una estimulacion visual excesiva, simultanea e invasiva, por elementos llamados distractores [*2;
la contaminacién térmica, es aquella que contribuye al calentamiento global hasta que la
temperatura global alcanza un nivel en el que este calor también se emite al espacio % |a
contaminacion atmosférica, se puede definir como la presencia de compuestos quimicos en el aire
atmosférico que son toxicos y estan presentes en concentraciones que pueden ser perjudiciales para
la vida y el aire !4 la contaminacion terrestre o del suelo, esta puede entenderse como una
degradacion quimica que conlleva la pérdida de productividad, a parte de los desastres naturales
que tienden a dafiar el suelo, las principales fuentes de contaminacion del suelo son los desechos
industriales y domésticos entre estos se incluyen metales pesados, hidrocarburos, solventes
inorganicos y organicos®l; la contaminacion hidrica o marina, afecta a rios, fuentes de agua
subterranea, lagos y mar cuando se liberan residuos contaminantes que provienen tanto de fuentes

naturales como artificiales 2161,

Entre los diferentes tipos de contaminacion se ha notado un creciente interés respecto la
contaminacion hidrica, Este tipo de contaminacion es un problema generalizado, cada vez peor y
mal controlado que afecta directamente a la salud humana y de los ecosistemas. El agua, que
representa el 70 % de la superficie de nuestro planeta, juega un papel fundamental en la salud
ambiental y de quienes lo habitan 1. Por otro lado, se estima que, a nivel mundial, el 80 % de las
aguas residuales industriales y municipales se vierten en el medio ambiente sin ningun tratamiento
previo, esta proporcién es mayor en los paises menos adelantados, donde las instalaciones de

saneamiento y tratamiento de aguas residuales son muy deficientes [18],

1.2 Contaminacion Marina

Los humanos han utilizado ambientes marinos desde que el planeta ha estado poblado,
inicialmente alimentandose en la orilla de mariscos y otros alimentos, los cuales sin duda dejaron
residuos que el mar elimind. Hasta el siglo XVIII, casi todos los desechos vertidos en el mar eran

probablemente organicos y podian degradarse en el medio ambiente, pero con la expansion de las
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poblaciones humanas y la revolucion industrial, que promovié el desarrollo de la economia y
tecnologia como barcos, mercados desarrollados en los puertos y manufacturacion de productos,
la escala de eliminacion de desechos y la gama de sustancias aumento drasticamente y comenzo a

exceder la capacidad del medio ambiente para asimilar los residuos [*°!,

La contaminacidn llega al mar a través de una amplia variedad de rutas, las principales vias
que transportan contaminantes al mar incluyen descargas directas de la industria y obras
municipales, aportes fluviales, fuentes atmosféricas y contaminantes de eliminacion en el océano
(Fig. 1) 1201,

Figura 1. Rutas de contaminacion marina. 1. Derrames de petr6leo; 2. Municiones pérdidas o tiradas; 3. Residuos
de barcos; 4. Vertidos de residuos nucleares e industriales. 5. Embarcaciones extraviadas o abandonadas, sus
cargamentos y centrales eléctricas; 6. Recortes de perforacion contaminados; 7. Lavado de contaminantes
atmosféricos, incluidos metales pesados e hidrocarburos; 8. Vertidos de residuos industriales; 9. Aguas residuales
urbanas y drenaje de calles; 10. Efluentes de aguas residuales; 11. Escapes de vehiculos (a través de la atmosfera); 12.

Fertilizantes y plaguicidas agricolas; 13. Agua de refrigeracion (calor residual)

Dado que la contaminacion es un proceso antropogénico y la mayoria de las actividades
humanas tienen lugar en la tierra, los habitats terrestres son el origen de la mayoria de los
contaminantes ambientales. Sin embargo, estos contaminantes son transportados al mar por tres

vias principales: via atmosférica, por aporte fluvial (rios) y por vertido directo al mar 21,
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El aporte fluvial (Fig. 1. 8-10,12) incluye el agua de escorrentia contaminadas y efluentes
de desechos liquidos de alcantarillado e industria; los estuarios, la interfaz entre los ecosistemas
fluviales y marinos, actian como filtros que retienen un alto porcentaje de los materiales
transportados por los rios, incluidos los contaminantes a escala global. Los mecanismos relevantes
que explican esto son la precipitacion de elementos disueltos asociados al aumento de la salinidad,
la floculacion (aglomeracion de particulas) de coloides y la sedimentacion de materia en
suspension debido a la disminucion de la velocidad de la corriente y la dindmica de las mareas en

la desembocadura del rio 21221,

El aporte atmosférico (Fig. 1. 7,11,13) sucede por los contaminantes con baja presion de
vapor que se evaporan de fuentes terrestres, como los hidrocarburos livianos provenientes de las
particulas y gases resultantes de la combustién de materia organica, incluidos los combustibles
fésiles y su contenido de metales, los plaguicidas y otros productos utilizados como aerosoles
Todos estos contaminantes pueden ser lavados por la lluvia en la superficie del mar %22, Un
ejemplo de ello es el hierro (Fe), un micronutriente esencial para los organismos fotosintéticos
marinos, es el nutriente que limita la productividad primaria bioldgica 2%, La principal fuente de
hierro en mar abierto es la deposicion atmosférica, ya que las grandes entradas de hierro al océano
desde los rios se eliminan en gran medida a los sedimentos cerca de la costa 4251, El mayor interés
por el hierro fue estimulado por Martin, J.H (1990), que sugirié el aumento resultante de la
productividad biol6gica marina, debido al hierro, provoco una reduccion adicional de la energia
atmosférica. dioxido de carbono, afectando asi al clima 24 251,

El aporte directo (Fig. 1. 1-6) de contaminantes al mar puede ser resultado de vertidos
intencionales de desechos, actividades de plataformas petroleras o debido a accidentes de
navegacion que involucran a petroleros u otros barcos que transportan sustancias peligrosas. El

vertido maritimo sigue siendo un procedimiento comun para los materiales de dragado. El descarte
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de redes de pesca fabricadas con materiales plasticos no degradados en el mar es otro problema

ambiental no resuelto 24,

Figura 2. Contaminacion por transporte maritimo. Fotografia: Danish Siddiqui/Reuters.

La actividad del transporte maritimo, al ser considerado como un aporte directo, puede
contaminar debido a un compartimento especifico, disefiado para capturar toda el agua que no se
escurra por el costado de la cubierta, es la sentina, segun el disefio y la funcion del buque, el agua
de sentina puede contener agua, aceite, orina, detergentes, disolventes, productos quimicos, brea,
particulas y otros materiales. Por lo tanto, la limpieza del tanque de sentina seguramente liberara
una cantidad de contaminantes 2%, Por otro lado, la prevencion del biofouling (contaminacion
bioldgica) presenta un peligro ambiental en si mismo, ya que las capas de pintura y agentes
antifouling que cubren todos los costados del barco contienen biocidas (Fig. 3), productos que
estan disefiados para acabar con los diferentes organismos marinos gque intentan adherirse al casco,
favoreciendo asi la corrosion o disminuyendo el caracter hidrodindmico del barco. Con el tiempo,
estos biocidas se disolveran de la matriz de pintura en la que se aplicaron originalmente y
terminaran en el mar. Del mismo modo, esta el zinc y el aluminio provenientes de la corrosion de
los &nodos de sacrificio: bloques de un metal menos noble instalados en contacto con el casco de
acero mas noble del barco para servir como proteccion galvanica. Los iones de zinc que se

disuelven en estos anodos terminan en el agua que rodea el casco 2%,
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Figura 3. Contaminacidn por transporte maritimo

Los vertidos de petroleo son la forma acuética cuantitativamente mayor de contaminacion

causada por el sector maritimo,

1.3 Composicién de petréleo: Hidrocarburos

El aceite de petrdleo es un liquido inflamable de color oscuro que se encuentra en todo el
mundo en bolsas subterraneas en la capa exterior de rocas de la tierra. En su estado mas crudo es
una mezcla compleja compuesta por una vasta cantidad de compuestos de hidrocarburos en

diferentes proporciones (Tabla 1)[261,
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Tabla 1. Composicion elemental de petrdleo crudo (Roussel & Boulet, 1995¢; Shishkova, 2022)

Elemento Composicion (wt%o)
Carbono 83.0-87.0
Hidrogeno 10.0 - 14.0
Azufre 0.05-9.0
Nitrégeno 0.05-3
Oxigeno 0.05-2.0
Ni < 237 ppm
Vv <1200 ppm

Los hidrocarburos son compuestos organicos que contienen Unicamente carbono e hidrogeno,
considerados como los esqueletos basicos en los que se insertan los grupos funcionales 2%, Estos
compuestos son divididos en dos grandes grupos: alifaticos y aromaticos o arenos, los cuales

pueden ser sub-divididos segun su grado de saturacion, naturaleza o nimero de ciclos 2%,

Los hidrocarburos alifaticos son aquellos que no contienen el grupo benceno, es decir, no
son de caracter aromatico, estos pueden dividirse aciclicos y aliciclicos, que como su hombre lo
dice, son estructuras en cadena y de anillos respectivamente %31, A diferencia de los alifaticos,
los hidrocarburos aromaticos son distinguidos debido a que estdn compuestos por al menos un
anillo de benceno; los hidrocarburos monociclicos son compuestos que estan conformados por un
solo ciclo o anillo aromatico y presentan ramificaciones de hidrocarburos alifaticos, mientras que
los hidrocarburos policiclicos son aquellos conformados por la unién de varios anillos bencénicos

(polinucleares) (Fig. 4) 3031,
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Figura 4. Clasificacion de hidrocarburos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son los grupos quimicos ambientales mas
grandes, ubicuos y cancerigenos *2I; son considerados estables debido a sus anillos estructurales,
lo que les permiten persistir en el medio ambiente mucho después de que otros componentes de
los productos del campo petrolero se hayan degradado, estas sustancias se encuentran de forma
natural en el medio ambiente, pero también pueden ser producidas como compuestos individuales.
La Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (EPA) de EE. UU. ha clasificado 16 de
los HAP como contaminantes prioritarios en funcion de la toxicidad, el potencial de exposicion
humana, la frecuencia de ocurrencia en sitios de desechos peligrosos y el alcance de la informacion
disponible (Tabla 2) 31,
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Tabla 2. Los 16 PAH contaminantes prioritarios de la EPA de EE. UU. y propiedades fisico-quimicas

seleccionadas (Bojes & Pope, 2007)

aromH;?i::?)ZagHgi?:SIicos Estructura (# de Peso molecular Solubilidad (mg/l)
Acenafteno 3 154.21 3.8
Acenaftileno 3 152.20 16.1
Antraceno 3 178.23 0.045
Benzo[a]antraceno 4 228.29 0.011
Benzo[a]pireno 5 252.32 0.0038
Benzo[b]fluoranteno 5 252.32 0.0015
Benzo[g,h,i]perileno 6 276.34 0.00026
Benzo[k]fluoranteno 5 252.32 0.0008
Criseno 4 228.29 0.0015
Dibenzo[a,h]antraceno 6 278.35 0.0005
Fluoranteno 4 202.26 0.26
Fluoreno 3 166.22 1.9
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 6 276.34 0.062
Fenantreno 3 178.23 11
Pireno 4 202.26 0.132
Naftaleno 2 128.17 31

Varios HAP han causado tumores en los animales de laboratorio que han respirado,
consumido o entrado en contacto a través de la piel durante largos periodos con estos compuestos;
asi como en los animales, los estudios realizados en los seres humanos demuestran que las personas
expuestas durante largos periodos con mezclas que contienen HAP también pueden contraer

cancer 1 Sin embargo, estos solo son los dafios a la salud, por la parte ambiental la
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bioacumulacion de HAP (como naftaleno, fenantreno y pireno) también puede perturbar el medio
ambiente marino a nivel de ecosistema, y los efectos se exacerban cuando se combinan con otros

impactos ambientales asociados con el cambio climatico como el calentamiento global 381,

1.3.1 Naftaleno

El naftaleno (Fig. 5) es el miembro més volatil de los HAP. Es ubicuamente descargado al
ambiente por procesos de combustion incompletos de fuentes industriales, domésticas y naturales
[37], LLa mayor parte de la liberacion de naftaleno al ambiente es atribuible a la atmésfera (90 %),

con liberaciones menores al agua (5 %) y al suelo (3 %) (81,

La exposicion al naftaleno se ha asociado con efectos sobre la salud cancerigenos y no
cancerigenos; entre estos se encuentra la incidencia de adenomas epiteliales respiratorios nasales
(un tumor benigno), neuroblastomas epiteliales olfativos de la nariz (un tumor maligno) y
adenomas alveolares/bronquiolares pulmonares (un tumor benigno) en ratones %41, En humanos,
se ha documentado el aumento del cancer colorrectal entre pacientes nigerianos con antecedentes

de tomar un tratamiento autdctono que contiene naftalina para problemas ano rectales 442,

Figura 5. Estructura esquelética de naftaleno

1.3.2 Fenantreno

El fenantreno (Fig. 6) es uno de los HAP de mayor concentracién en el diésel, este isomero
del antraceno esta constituido por una fusion de tres anillos de benceno y corresponde a un
hidrocarburo policiclico aromatico de bajo peso molecular, es reconocido como componente muy
toxico para los organismos acuaticos y bastante nocivo para el medio ambiente (3], La exposicion
al fenantreno, en particular, se ha relacionado con efectos en el comportamiento, como la

incapacidad para coordinar los movimientos musculares, la locomocion y la respiracién lenta en
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los anfipodos [“4, la reproduccion reducida en los copépodos *°! e incluso la mortalidad en los

anfipodos. copépodos y poliquetos.

Figura 6. Estructura esquelética de fenantreno

1.3.3 Pireno

El nivel téxico de los HAP tiende a aumentar a medida que aumenta la estructura del
miembro del anillo aromético, como lo es en el caso del pireno: es uno de los PAH con un nivel

de toxicidad relativamente alto debido a su estable estructura de 4 anillos de benceno €],

El pireno (Fig. 7) se puede derivar del alquitran de hulla, pero no hay produccion comercial
ni uso comercial conocido de este compuesto. El pireno del alquitran de hulla se ha utilizado como
material de partida para la sintesis de benzo[a]pireno (IARC, 1983) [47],

Figura 7. Estructura esquelética de pireno

El pireno generalmente se forma cuando un material, como la gasolina o la madera, se
guema de forma incompleta, este se adhiere a particulas muy pequefias que van al aire y se
depositan en el suelo o en estanques, lagos o rios. El pireno también puede ser arrastrado al agua
por la lluvia y asentarse en los sedimentos marinos, cuando se adhiere a particulas en el suelo o el
agua, los animales, incluidos los peces, o las plantas pueden consumirlo afectando el medio

ambiente. Como una de las caracteristicas de los HAP, el pireno es dificil de degradar, ya que se
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acumula en el medioambiente incluyendo a organismos vivos; aparentemente este componente ha
sido liberado en el ambiente por un largo tiempo, por lo que en combinacion con los efectos del

cambio climético puede interrumpir el balance ecoldgico 1,

1.4 Remocion de HAP: Biorremediacion

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) estdn muy extendidos en medios
naturales como suelos, sedimentos, agua y aire; debido a su hidrofobicidad y baja solubilidad en
agua, estan fuertemente asociados con sedimentos en medios naturales completos durante sus
ciclos de vida. 1950, Se ha prestado mucha atencion a los HAP como contaminantes predominantes
porque su exposicién a los organismos acuaticos puede causar un peligro ecotoxico que resulta en
el peligro potencial de bioacumulacion B, Afortunadamente, gracias a los continuos avances
tecnoldgicos, se han desarrollado diferentes técnicas conocidas como remediacion; estas técnicas
se pueden dividir generalmente en dos grandes grupos, los cuales son fisicoquimicas y bioldgicas.
Por otra parte, cuando se habla especificamente de remediacion marina, esta se clasifica en 4

principales grupos: métodos fisicos, quimicos, térmicos y bioldgicos 52531,

Las técnicas fisicas incluyen barreras, skimmers y materiales absorbentes; las barreras
contienen el derrame de petroleo, evitando que se propague, que posteriormente se limpia mediante
el uso de skimmers conocidos también como desnatadores (en discos, correas, tambores y cepillos.)

y/o materiales absorbentes o alguna otra técnica de remediacion 41,

Los métodos quimicos modifican las propiedades fisicas y quimicas del aceite. Por lo
general, son mas baratos, se utilizan en combinacion con métodos fisicos y requieren menos mano
de obra que la recuperacion mecéanica de petrdleo, sin embargo, alteran las propiedades del aceite,
impidiendo la reutilizacion del aceite recolectado %1, Se utilizan dispersantes, desemulsionantes,
solidificantes y/o productos quimicos de pelicula superficial; la remediacion fisico-quimica es una
remediacion a corto plazo e incompleta, alrededor del 10-15% de los contaminantes se pueden

eliminar de los medios marinos 91,

En las técnicas de remediacion térmica, el derrame de petréleo contenido por las barreras

simplemente se incendia. Este método de respuesta ante derrames de petréleo es efectivo en
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condiciones de viento en calma y derrames de petrdleo fresco o productos refinados livianos que

se queman rapidamente sin causar ningdn peligro para el medio marino 5253,

Por altimo, la remediacion bioldgica también conocida como Biorremediacion, es una
técnica donde los microorganismos transforman o metabolizan cualquier sustancia quimica y
restablecen la calidad ambiental. Los microorganismos aceleran el proceso de degradacion natural
de los contaminantes al asimilar moléculas organicas a biomasa celular con dioxido de carbono,
agua y calor como subproductos 1. Por ejemplo, en el caso de un derrame de petréleo marino,
los microorganismos nativos del ambiente autoctono tienen la capacidad de degradar los
hidrocarburos. Tanto los hidrocarburos alifaticos como los aromaticos pueden ser degradados por
una variedad de microorganismos, pero tienen diferentes velocidades de degradacion 21, Aquellos
organismos que tienen afinidad por la degradacion de hidrocarburos se les conoce como bacterias
hidrocarbonoclastas (HCB), que utilizan a estos compuestos organicos como fuente
complementaria de carbono y energia para su crecimiento; también existen las hidrocarbonoclastas
obligadas (OHCB) las cuales se alimentan casi exclusivamente de los hidrocarburos (un rasgo

metabdlico, denominado "paradigma OHCB" denominado asi por Yakimov, 2022) 58l

Hasta la fecha se conoce una amplia variedad de bacterias degradadoras de hidrocarburos
de petrdleo, la mayoria de las bacterias hidrocarbonoclasticas metabolizan hidrocarburos alifaticos
0 aromaticos, aunque se ha demostrado que algunas bacterias como las cepas de Pseudomonas y

Rhodococcus degradan ambos tipos de hidrocarburos 59,

La capacidad de una bacteria para degradar los hidrocarburos del petrdleo se puede evaluar
a partir de su taxonomia y fisiologia. EI uso de secuencias parciales del gen ribosomal 16S (16S
rRNA) permite determinar una ubicacion taxondmica, mientras que por otro lado es posible
conocer algunas propiedades fisioldgicas sobre requerimientos nutricionales mediante el cultivo y

manejo de la bacteria in vitro 6%,
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2. Antecedentes

En 2018, integrantes del laboratorio de Bacteriologia Marina (Instituto de Investigaciones
Oceanologicas, Universidad Autonoma de Baja California) aislaron de 52 cepas a partir de
muestras de sedimentos marinos y agua de mar superficial recolectadas en tres sitios en la zona
costera del puerto de Rosarito, Baja California, México haciendo uso de medio BH suplementado
con 25 mgL™ de pireno y recuperando las colonias morfol6gicamente distintas 621, A partir de las
mismas muestras recolectadas en la zona de estudio, se aislaron cepas en presencia de 25 mgL™
de fenantreno y se identificaron molecularmente a traves de la amplificacion y secuenciacion del
gen ribosomal 16S. El 29.8% de los aislados pertenecen al phylum Actinomycetota y uno de ellos

fue identificado como Nesterenkonia sp.

Nesterenkonia es un género bacteriano que cuenta con 24 especies. Entre sus caracteristicas
reportadas se encuentra que son células cocoides gram-positivas, quimioorgananotroficas,
halotolerantes, aerdbicas y mesdfilas. Varias cepas de este género son de gran interés
biotecnoldgico puesto que han mostrado tolerancia al crecimiento en ambientes contaminados con
hidrocarburos aromaticos policiclicos, ganandose el término de hidrocarbonoclasta 2641, Al ser
bacterias hidrocarbonoclastas halotolerantes ofrecen la posibilidad de ser utilizadas para técnicas
de biorremediacion marina, como la bioestimulacion. Debido a lo anterior, se resalta la
importancia de estudiar la capacidad metabdlica hacia hidrocarburos de cepas de Nesterenkonia
aislada de zonas impactadas con hidrocarburos con la finalidad de utilizarla como una herramienta

para proyectos de biorremediacion.
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3. Hipotesis

Nesterenkonia sp. CSB8-2 es una cepa halofila capaz de degradar hidrocarburos
aromaticos policiclicos y utilizarlos como fuente de carbono y energia, con capacidad de generar
biopeliculas que ayudan en la estabilizacion de hidrocarburos dispersos a través de la interfaz agua-
petroleo y, por lo tanto, es un método sostenible que puede ser utilizado en la biorremediacién

marina.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Caracterizacion de la potencial actividad hidrocarbonoclasta de la cepa Nesterenkonia sp.

CSB8-2, aislada del Puerto de Rosarito, Baja California, México, en presencia de HAP.

4.2. Objetivos particulares

1. Establecer los niveles de salinidad 6ptimos para el crecimiento de Nesterenkonia sp.
CSB8-2.

2. Determinar el rango de concentraciones de naftaleno, fenantreno y pireno para el
crecimiento de Nesterenkonia sp. CSB8-2 en medio sélido, asi como el sustrato
preferencial.

3. Observar la capacidad de crecimiento de Nesterenkonia sp. CSB8-2 en petrdleo.

4. Evaluar el crecimiento de Nesterenkonia sp. CSB8-2 en presencia del sustrato
preferencial.

5. Evaluar la produccion de biosurfactantes y la formacion de biopeliculas de la cepa

Nesterenkonia sp. CSB8-2 en presencia del sustrato preferencial.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Microorganismo de estudio y medios de cultivo

Nesterenkonia sp. CSB8-2 es una cepa bacteriana aislada de sedimentos marinos de la zona
costera del Puerto de Rosarito, Baja California, México. La cepa fue aislada en medio Bushnell
Haas suplementado con 25 mgL™ de fenantreno. Nesterenkonia sp. CSB8-2 fue identificada como
Nesterenkonia sp. CSB8-2 a partir de la secuenciacion del gen 16S ribosomal. Los medios
utilizados durante este trabajo fueron Luria-Bertani (LB), Zobell (MZ) y Bushnell Haas (BH). El
medio Luria-Bertani estd compuesto por 1 g de triptona, 0.5 g de extracto de levaduray 1 g de
cloruro de sodio (NaCl) por cada 100 mL de agua destilada. EI medio Zobell esta compuesto 0.5
g de por peptona, 0.1 g extracto de levadura, 100 pL de cloruro férrico (FeCls), 75 mL agua de
mar y 24.9 mL agua destilada para un total de 100 mL de medio liquido. EI medio Bushnell Haas

contiene 0.32 g de sales Bushnell-Haas (las cuales por cada 100 mL contienen 0.02g de

MgS04,0.002 g de CaCly, 0.10 g de KH2PO4, 0.10 g de NH4H:POs, 0.10 g de KNO3, 0.01 g de

FeClz) y 1.5g de cloruro de sodio (NaCl) por cada 100 mL de agua destilada.

Para los medios solidos, a éstos se les adiciond agar bacterioldgico en una razon de 15gL™.

5.2 Pruebas de salinidad en medio sélido

Para determinar si la cepa CSB8-2 es una bacteria halotolerante o haléfila se crecio en
placas con medio LB y agar suplementadas con distintos porcentajes de NaCl (0,1, 3,5, 10, 15y
20%). La prueba se realiz6 colocando 50 pL de un pre-indculo de 48 h con densidad Optica inicial
de 0.1 medida en un espectrofotometro. Las placas se incubaron a temperatura ambiente y el

crecimiento se monitored visualmente durante 10 dias.

5.3 Rango de concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos en medio sélido.

Para determinar el rango de hidrocarburos aromaticos policiclicos que utiliza y/o que puede

tolerar la cepa CSB8-2 se hizo uso de placas con medios s6lidos MZ y BH suplementados con
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naftaleno, fenantreno o pireno a las concentraciones de 0, 0.1, 0.5, 1, 3, 5 0 10 gL*. Las pruebas
en los medios MZ se incubaron durante 10 dias mientras que los cultivos en BH se incubaron por
20 dias.

5.4 Curva de Crecimiento Bacteriano

Una vez estimado el porcentaje de salinidad éptimo, asi como la concentracion de
hidrocarburos que puede tolerar la cepa CSB8-2, y cudl es su sustrato preferencial, se inicio con la
curva de crecimiento. Para ello, fue preparado un pre-inoculo en 25 mL de medio liquido LB con
un porcentaje de sal de 3% para dejarlo crecer durante 48 horas a 25 °C en agitacion. Una vez
pasadas las 48 horas fue necesario realizar un lavado celular para eliminar productos del
metabolismo, entre otras moléculas que no sean las células bacterianas. Dicho lavado consistié en
centrifugar en tubos falcon el pre-inéculo por 15 minutos a 6.5 k rpm, al terminar este paso se
descarto el sobrenadante cuidando de no perder la pastilla celular la cual sera suspendida en 1mL
de medio BH en un tubo Eppendorf. Una vez re-suspendido se centrifugd por 1 minuto a 13 k rpm,
este Ultimo paso se repitio tres veces mas antes de re-suspender la pastilla celular por Gltima vez

en medio LB.

Haciendo uso del espectrofotometro de UV-visible, se midio la densidad Optica a una
longitud de onda de 600 nm (ODsoo) del pre-indculo para determinar el volumen a colocar en los
matraces a inocular para obtener una ODsgo inicial de 0.100. Se utilizé un blanco, el cual fue medio
LB, para que el espectrofotometro realice la diferencia entre las células bacterianas y los nutrientes

del medio.

Para realizar la curva de crecimiento se utilizé medio LB + NaCl 6ptimo suplementado con
0, 0.025, 0.05 0 0.1 gL *del sustrato preferencial. Los matraces con el medio suplementado con el
HAP preferencial fueron inoculados a una ODeoo = 0.100, es decir, que todos los cultivos

empezaron con las mismas condiciones iniciales respecto a la cantidad de células.

Desde el momento de inoculacion se consideré como inicio del experimento, es decir, la
hora cero (0). El crecimiento bacteriano se monitored espectrofotométricamente (ODeoo) cada dos

horas durante 30 horas en medio LB.
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De igual forma, se realiz6 una curva de crecimiento bacteriano haciendo uso de medio BH
para los lavados y los matraces inoculados que fueron monitoreados. A diferencia de la curva

realizada en medio LB, se monitoreé el experimento por 7 dias.

5.5 Crecimiento de la cepa bacteriana en Petréleo

Para observar el comportamiento de Nesterenkonia sp. CSB8-2 en presencia de petrdleo se
inocularon tubos de ensayo con medio LB y se les adiciond 1% de petrdleo crudo pesado diluido

1:5 (v/v) con hexano para facilitar la insercién en el medio.

Los cultivos liquidos se incubaron a temperatura ambiente y en agitacion constante durante
30 dias. El crecimiento bacteriano fue monitoreado visualmente por la aparicion de turbidez y por
la desaparicion de la mezcla de petréleo en el medio. EI medio LB con 1% de la dilucién de

petréleo y sin inocular se utiliz6 como control abidtico.

5.6 Produccion de Biopeliculas

La produccion de las biopeliculas por Nesterenkonia sp. CSB8-2 se cuantificd siguiendo
el método reportado por O’Toole y Kolter (1998) con algunas modificaciones. Al igual que en la
curva de crecimiento se utilizd un pre-inoculo de 48 horas a 25°C en agitacion para después

realizarle un lavado celular.

Se prepararon placas Petri de 50 mm de diametro con 10 mL de medio LB suplementado
con 0, 0.025, 0.05 0 0.1 gLt de fenantreno.

Cada muestra tuvo su respectivo control negativo, por lo que se obtuvieron placas con las
mismas condiciones que las mencionadas, sin embargo, no se inocularon. La prueba se realizé con
un tiempo de incubacion de 48 horas, una vez finalizado se desecho el medio de cultivo por
pipeteo, se le colocaron 2 mL de cristal violeta 4% y se dej0 tifiendo por 15 minutos. Al terminar
el tiempo de tincion se descarto el tinte por medio de pipeteo y se realizaron 3 lavados con agua

cuidando de no desprender la capa de biopeliculas para luego dejarlas secar durante 24 horas.
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Terminadas las 24 horas de secado se le colocaron 10 mL de EtOH 70% a cada caja Petri ('8, La

solucion obtenida se medié en un espectrofotometro a 540 nm.

5.7 Prueba cualitativa de produccion de biosurfactantes

La prueba de agar azul de metileno es un ensayo semicuantitativo para la deteccion de
tensioactivos anionicos extracelulares, desarrollado por Sigmund y Wagner (1991), debido a dicho
ensayo se utilizo agar mineral con bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y azul de metileno
(MB) para detectar la produccion de ramnolipidos gracias a la formacién de unos halos de color
azul debido a la interaccion entre el ramnolipido, el CTAB y el azul de metileno en la placa de
agar. Como control positivo se utilizaron una solucion de dodecilsulfato sulfato de sodio (SDS) al

1%, un surfactante anionico.

5.8 Ensayo de emulsificacion E24

Haciendo uso de la curva de crecimiento obtenida se eligieron los tiempos 0, 6, 10, 14, 26
y 30 después de la inoculacién como puntos de monitoreo para la prueba de produccién de
biosurfactantes. De igual forma que en experimentos anteriores, se inoculé un matraz con medio
LB + NaCl 3% a ODsoo inicial y se incubaron a 25°C, 48 h y en agitaciéon constante. En cada
tiempo seleccionado, se midié la DOsoo y Se tomaron muestras de cada cultivo. Para el ensayo se
utilizaron dos tipos de muestras: con células y sin células. En el primer caso, se colocaron 500 pL
del cultivo en un tubo de ensayo; mientras que, en el segundo caso, la muestra sustraida del medio
de cultivo se centrifugd por 1 minuto a 13 k rpm en un tubo de 1.5 mL. Cuidando de no tocar la

pastilla celular, se transfirieron 500 pL del sobrenadante a un tubo de ensayo.

A los tubos que contienen las muestras de ambos tratamientos, se les colocaron tolueno y
se agitaron en vortex por 1 minuto. Por ultimo, se dejaron en reposo por 24 horas. Esto fue repetido

para cada tiempo de monitoreo designado.

El indice de emulsificacion (E24) se calcul6 como porcentaje de la altura de la capa

emulsionada (mm) dividido por la altura total de la columna de liquido (mm).
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Dicho experimento fue repetido agregando al medio de cultivo 0, 0.025, 0.05 0 0.1 gL del
hidrocarburo utilizado en la curva de crecimiento bacteriano realizada. Como control positivo se
utilizd6 SDS (dodecilsulfato de sodio) al 1% y como control negativo se utiliz6 medio LB sin

inocular.

5.9 Extraccion de ADN gendmico

Para poder realizar pruebas de deteccion de genes de degradacion de hidrocarburos fue
necesario extraer el ADN que se utiliz6 en la reaccién en cadena de la polimerasa. Se vertié 1.5
mL de un de pre-indculo en medio LB en un tubo de ensayo incubado por 24 horas en agitacion a
un tubo de 1.5 mL y se centrifugd por 1 minuto a 13,000 rpm. El sobrenadante se descartd para
suspender y mezclar la pastilla celular en 450 uL de Tris clorhidrato (TE, Tris HCI) obteniendo
una mezcla homogeénea que fue centrifugada por 2 minutos a 13,000 rpm, esta fase se repitié 3
veces en total. A la pastilla celular lavada se le agregaran 200 puL de TE y 20 uL de lisozima 40
mg*mL™ y se dejé en reposo toda la noche a 37 °C.

Al siguiente dia, a la solucidn incubada toda la noche, se le adicionaron 50 pL de
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% y se mezcl6 por inversion y posteriormente se incubé por 4
horas a 65 °C. Fue necesario dejar enfriar los tubos una vez finalizada la incubacién, puesto que
se agreg6 3 pL de RNasa y nuevamente se dejé en incubacion a 37 °C por 30 minutos.
Posteriormente se adicionaron 100 pL de NaCl 5 My volvié a ser incubado a 65°C por 10 minutos.
Después de ello, se afiadieron 80 pL de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y se incubd

por 20 minutos a 65 °C.

Terminada la serie de incubaciones se mezclé 700 uL de Cloroformo alcohol-isoamilico
(CLA) y centrifugd por 10 minutos a 13,000 rpm, en este paso se pudo observar una capa que
divide dos fases liquidas, donde la parte superior, es decir la fase acuosa, se recuperd y se coloco
en un tubo nuevo al cual se le integré 60% del volumen recuperado de Fenol cloroformo alcohol-
isoamilico (FCI), para proseguir a centrifugar la mezcla por 5 minutos. Se recupero la capa superior
y se trasladd a un tubo nuevo agregandole 60% del volumen recuperado de CLA vy se centrifugo
por 5 minutos. Cada vez se obtuvo una capa mas fina debajo de la fase liquida superior por lo que

fue necesario tener cuidado de no romperla y solamente obtener el sobrenadante que se coloco en
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otro tubo con 60% del volumen recuperado de isopropanol. Se debié mezclar por inversion y dejar

reposar por 5 minutos en el congelador.

La mezcla se centrifugd por 10 minutos a 13,000 rpm para recuperar el material genético,
el cual se lavd 3 veces con 500 pL de etanol al 70%. Después del ultimo lavado con etanol al 70%,
se recupero la pastilla que contiene el material genético por centrifugacion por 5 minutos. EI ADN
recuperado fue secado a 37 °C hasta no ver humedad. Por ultimo, el ADN se re suspendio 30 pL

de TE y se incubd toda la noche a 4 °C.

Se corrieron las mezclas obtenidas en un gel de agarosa 1.5% para verificar que se obtuvo

ADN exitosamente.

5.10 Deteccion de genes de degradacion de hidrocarburos

Se realizaron pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCRs) en el termociclador
Bio Rad T100™ Thermal Cycler para detectar presencia de los genes alkB (Alcano
monooxigenasa) y pahE (Aldolasa hidratasa). Para el anélisis de alkB, se amplificé un fragmento
de 100 pb utilizando los primers (Forward: S’AACTACMTCGARCAYTACGG3’, Reverse:
S’TGAMGATGTGGTYRCTGTTCC3’) y condiciones detalladas en la literatura de Liu Q (2015)
661 Con respecto al fragmento de 377pb del gen pahE, los primers (Forward:
5’TGCGGCGGGTGTNAAYGGNATS3’, Reverse:
5’CCTGAGGAATCTCGGACATYTSTGCCCARAA3’) y sus condiciones son basados en el
articulo elaborado por Liang C, (2019) 1. Cabe mencionar que las condiciones fueron
modificadas para ser adaptadas al termociclador del laboratorio, por lo que para alkB la etapa de
desnaturalizacion inicial es a 94°C por 5 minutos, la desnaturalizacion a 94C por 60 segundos, la
etapa de anillamiento a 59C por 2 minutos y la extension final a 72C por 1 minuto, manteniendo
los 35 ciclos. Mientras que para pahE; la etapa de desnaturalizacion inicial es a 94°C por 5 minutos,
la desnaturalizacién a 94C por 30 segundos, la etapa de anillamiento a 60C por 45 segundos y la

extension final a 72C por 30 segundos, manteniendo los 35 ciclos.



32

El ADN de las cepas MSA14 de Rhodococcus ruber (Silva-Jiménez y col. 2018) y RPhXX

de Acinetobacter Iwoffii fue utilizado como control positivo para los genes alkB, Tol/Bifenilo y
pahE.

Los resultados se observaron por medio de electroforesis en geles de agarosa 1.5%
haciendo uso del transiluminador de luz UV.
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6. Resultados
6.1 Pruebas de Salinidad en Medio Solido

Para determinar el porcentaje de NaCl 6ptimo, Nesterenkonia sp. CSB8-2 fue crecida en
distintas concentraciones de NaCl. Durante las primeras 24 horas de incubacion ninguna de las
placas mostro crecimiento; no fue sino hasta las 72 horas cuando se noté crecimiento en las placas
inoculadas; en 0% de NaCl hubo ligero crecimiento, en 1% de NaCl ligero crecimiento con
colonias incoloras y en 3% de NaCl se observo un abundante crecimiento de la cepa, presentando
una coloracién naranja caracteristica de la cepa, mientras que en 5% y 10% de NaCl apenas era

visible el crecimiento y por ultimo, en 15% y 20% de NaCl no se observo crecimiento (Tabla 3).

Tabla 3. Prueba de salinidad en medio Luria- Bertani
0% 1% 3% 5% 10% 15% 20%
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En el cuarto y quinto dia solo hubo cambios en las placas de 3% de NaCl, donde la
superficie acaparada por la bacteria era ain mayor que los dias anteriores y su caracteristico color
naranja se mostré mas pronunciado. Debido a esto, y la gran rapidez con la que creci6 la cepa, se
determind que su porcentaje de salinidad éptimo de crecimiento es de 3% (Tabla 3).
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6.2 Rango de Concentraciones de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en Medio Solido

A partir de este experimento se entra en el tema principal de esta investigacion, dado que el interés
generado por Nesterenkonia sp. CSB8-2 es su potencial actividad hidrocarbonoclasta. Se utilizaron
dos medios distintos que permitieron evaluar la adaptacion de la cepa segun los hidrocarburos y
nutrientes proporcionados, el tiempo de incubacion duré 20 dias para las placas Bushnell-Haas y
10 para las placas Zobell. En el dia 0 no hubo crecimiento alguno. En las imagenes de la tabla 4,
es importante no confundir los cristales de hidrocarburo (en las concentraciones mas altas) con

colonias bacterianas.

Tabla 4. Crecimiento de Nesterenkonia en diferentes HAP. La cepa CSB8-2 se inocul6é en medio ZB y BH

suplementado con Naph, Phe o Pyr a diversas concentraciones y se incub6 durante 10 dias para medio ZB y 20 dias

para medio BH. Las imagenes corresponden al dia de la inoculacién.




35

Tabla 5. Crecimiento de Nesterenkonia en diferentes HAP. La cepa CSB8-2 se creci6 en medio ZB y BH
suplementado con Naph, Phe, Pyr a diversas concentraciones. Las placas inoculadas con la cepa CSB8-2 se dejaron
incubar durante 10 dias para medio ZB y 20 dias para medio BH. Las imagenes corresponden al Gltimo dia de

incubacién en cada medio de cultivo.

Medium

ZB

En las placas de medio Zobell (ZB) con naftaleno se observa el crecimiento desde el tercer
dia en las concentraciones de 0 a 10 gL-1. De forma contraria, en las placas Bushnell-Haas (BH)
no se obtuvo crecimiento alguno (Tabla 5).

Con fenantreno en ZB hubo crecimiento a las 72 horas de incubacion, pero solamente en
las placas de 0 a 5gL y desde las 48 horas en la concentracion de 0.1gL™t. A partir del dia 6 la
placa de 10 gLt mostrd el mismo crecimiento que el resto de las concentraciones, para el décimo
dia todo el rango de tolerancia contenia un buen crecimiento con coloracién naranja por toda la
superficie. Una vez mas, no hubo crecimiento en las placas BH suplementadas con fenantreno
(Tabla 5).
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Las placas ZB con pireno obtuvieron crecimiento en las concentraciones de 0-5gL* hasta
el tercer dia y terminado los 10 dias todas las concentraciones contenian un buen crecimiento con
coloracion naranja en la mayoria del area superficial de las placas. Cabe mencionar que tanto en
naftaleno como pireno el &rea de crecimiento era mucho menor en comparacion con fenantreno

durante los primeros dias de desarrollo (Tabla 5).
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6.3 Curva de Crecimiento Bacteriano

Se ha determinado que en un sistema cerrado (sin agregar alimentos, sin eliminar desechos)
las bacterias creceran en un patron predecible, lo que dara como resultado una curva de crecimiento
compuesta por cuatro fases distintas de crecimiento: la fase de latencia, la exponencial o
logaritmica, la fase estacionaria y la fase de muerte o decadencia. Ademas, a partir de la curva de
crecimiento se puede calcular tiempo de generacion para un organismo en particular, es decir, la
cantidad de tiempo que tarda la poblacion en duplicarse. La curva de crecimiento es un
experimento esencial en la caracterizacion de cepas bacterianas debido a que nos informa sobre
sus funciones fisioldgicas y metabdlicas, y también es Gtil para obtener un nimero exacto de

células de la bacteria para aplicaciones posteriores.

Para determinar la concentracion Optima de crecimiento en fenantreno y si el sustrato
preferencial le sirve como fuente de carbono y energia, se realizaron curvas de crecimiento en
medio BH con 3% NaCl y en medio LB con 3% NaCl suplementados con las diferentes
concentraciones de fenantreno, 0.025 gL, 0.05gL 0 0.1gL™* (Fig. 8).
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B) una semana. B) Nesterenkonia sp. se creci6 en diferentes concentraciones de fenantreno en medio LB +
NaCl al 3%. El crecimiento fue monitoreado cada dos horas durante se midieron las muestras en el espectrofotometro,
hasta llegar a las 30 horas. En ambos casos, el crecimiento fue seguido por medir la densidad 6ptica (DO) a 600 nm

en un espectrofotometro. Las barras verticales representan la desviacion estandar (n=3).

El crecimiento de Nesterenkonia sp. CSB8-2 en medio BH + 3% NaCl fue monitoreado
durante una semana y no se observé un aumento de la absorbancia a 600 nm en ninguna de las

concentraciones evaluadas (Fig. 8-A). Sin embargo, cuando la cepa Nesterenkonia sp. CSB8-2es
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crecida en medio LB + 3% NaCl suplementado con las tres concentraciones de fenantreno si se
observa un aumento en la D.O.@00nm) (Fig. 8-B). , Al observar las gréficas correspondientes al
crecimiento sin 'y con fenantreno, se puede ver que de las 0 a 6 horas se encuentra la fase de latencia,
a partir de ahi hasta aproximadamente las 14 horas abarca su fase exponencial, y su fase

estacionaria va de las 14 horas hasta las 30 horas, donde finalmente comienza la fase de muerte.

Por otro lado, al analizar el efecto que tiene el fenantreno en el crecimiento de
Nesterenkonia sp. CSB8-2se puede observar que, con respecto al crecimiento en LB + 3% NacCl,
las concentraciones de 0.025, 0.05 y 0.1 gL de fenantreno no afectan considerablemente el
crecimiento de CSB8-2.
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6.4 Crecimiento de la Cepa Bacteriana en Petrdleo

Con la finalidad de ver la potencialidad de Nesterenkonia sp. CSB8-2 para la degradacion de una
mezcla compleja de hidrocarburos, la cepa fue crecida con 1% de petrdleo crudo pesado diluido

1:5 (v/v) con hexano en medio LB y BH.

Tabla 6. Crecimiento de Nesterenkonia sp. CSB8-2 en petroleo crudo fraccion pesada. La cepa Nesterenkonia
sp. CSB8-2se crecio en medio BH y LB suplementado con 1% de petroleo diluido 1:5 con hexano y se monitoreo la
turbidez como signo de crecimiento, asi como los cambios de aspecto del petroleo durante 30 dias.

LB + NaCl 3%

En los cultivos en BH no se observo crecimiento de la cepa ni cambios en la apariencia del
petréleo durante las cuatro semanas de incubacién. Aunque en la figura parece ser que hubo una
‘degradacion’ se puede observar como el petrdleo que se encontraba en la superficie se adhiri6 en
las paredes, esto es debido a la constante agitacion durante su incubacion (Tabla 6). Los resultados
en medio BH corroboran lo observado en los ensayos de crecimiento en placa y en medio liquido,
donde no se detecta aumento de la biomasa de Nesterenkonia sp. CSB8-2, posiblemente porque

requiere de otros nutrientes (Fig. 8-A).

En cuanto a los cultivos de Nesterenkonia sp. CSB8-2en LB, asi como en su control

abiotico, durante la primera semana de incubacidn, no se observaron cambios en la turbidez ni en
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la apariencia del petréleo. En cambio, durante la segunda semana post-inoculacién, se comenzé a
notar turbidez, asi como la fragmentacion en gotas del petroleo, mientras que el control se mostraba
sin cambios, tal como se esperaba. En la tercera semana el petrdleo que una vez que encontraba
esparcido en la superficie se mostraba de dos formas; compacto en la superficie y gotas flotando
en la parte media de la columna. Finalizada la semana cuatro se noté ain mas crecimiento de la

cepa, asi como la casi nula presencia de petréleo en la superficie (Tabla 6).
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6.5 Produccién de Biopeliculas

Una de las principales limitaciones que enfrenta el proceso de biorremediacion es la
biodisponibilidad de los compuestos orgéanicos en el sitio, estudios previos indican que las
bacterias formadoras de biopeliculas pueden emplearse para superar esta limitacion; ya que las
células en biopeliculas tienen mas posibilidades de supervivencia y adaptabilidad, especialmente
durante las condiciones de estrés 8. Por ello se decidié poner a prueba la capacidad de
Nesterenkonia sp. CSB8-2 para la produccion de biopeliculas.

0.000 gLt

0.050 gL

0.100 gL

Figura 9. Produccion de peliculas. Placas para prueba de produccién de biopeliculas en la estacion seca, donde C
indican los controles y R aquellas placas que fueron inoculadas. En la columna izquierda se indican las
concentraciones de hidrocarburo colocadas en la fila correspondiente.

En la figura 9 se presentan las placas inoculadas las cuales estan etiquetadas como R y los
controles etiquetados como C. Una vez lavadas las placas se les coloco cristal violeta 4% para tefiir
los exopolisacaridos producidos por la cepa, por lo tanto, los controles deberan tener una baja
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probabilidad de tincién, pero no nula ya que al ser plastico pueden quedar restos del tinte. En las
placas R se encuentra una gran cantidad de cristal violeta, indicando la presencia de biopeliculas.
A simple vista se puede describir que en las concentracion méas baja y mas alta la superficie de
tincion es mucho menor a las concentraciones de 0.025 y 0.050 gL, donde el morado es intenso,
compacto y ocupa toda el area superficial de la placa; esto indica la posibilidad de encontrar una

mayor cantidad de exopolisacaridos.

0.000 gL

0.025 gL

0.050 gL

0.100 gLt

Figura 10. Biopeliculas suspendidas en etanol 70%. Estacion de himeda, donde las biopeliculas que se dejaron al

aire para secar fueron re suspendidas en etanol al 70%,
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En la figura 10 se encuentra la suspension, en etanol al 70%, de las biopeliculas tefiidas;
los controles presentan una coloracion base debido al residuo del tinte en las placas, ya que el
material de las placas puede llegar a absorber el colorante. Las placas R, en comparacién de los
controles, la tincién fue muy intensa, por lo que se tuvieron que hacer diluciones para poder realizar

las mediciones en el espectrofotdmetro.

30.000

25.000

20.000

15.000
I

10.000

Absorbancia (540 nm)

5.000

I I : I

0 g/l 0.025 g/l 0.05 g/l 0.1g/l

0.000

Control =CSB8-2

Figura 11. Cuantificacién de biopeliculas. Las barras verdes indican los controles (placas no inoculadas) y las barras
rosas representan los objetos de estudio (placas inoculadas). Las barras verticales representan la desviacién estandar
(n=3).

Las concentraciones de 0, 0.05y 0.1 gLt mantienen valores de absorbancia muy parecidos
de 14.200, 14.150 y 13.750 nm respectivamente; aunque en la concentracion de 0.025 gL se
obtuvo el valor mas alto de 21.250 nm, no parece ser significativo, dado su desviacién estandar

tan grande.
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6.6 Prueba cualitativa de Produccién de Biosurfactantes

Para verificar que Nesterenkonia sp. CSB8-2 produce biosurfactantes y si son del tipo glucolipidos,
se realiz6 una prueba cualitativa en agar azul descrita por Siegmund & Wagner (1991), donde se

debe de obtener un halo azul en caso de presencia de biosurfactantes del tipo ramnolipidos.

A) C)

Figura 12. Prueba cualitativa de produccion de biosurfactantes. Donde A) Control Positivo: SDS al 1%, B)

Cultivo de Nesterenkonia sp., C) Control negativo: BH +3% NaCl

El cultivo y sus controles se dejaron incubando por 24 horas, una vez finalizadas, se
obtuvieron los resultados mostrados en la figura 12; donde se observa claramente que el cultivo de
Nesterenkonia sp. CSB8-2 produce un halo de color azul oscuro similar al control positivo,
indicando que esta cepa es productora de biosurfactante del tipo ramnolipidos
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6.7 Ensayo de Emulsificacion E24

Otro ensayo que permite corroborar la produccion de compuestos tensioactivos y su poder
emulsificante es el indice de emulsificacion E24.

C/células  S/células C/células S/células C/células S/células

Figura 13. Produccién de biosurfactantess en medio LB. A) Control positivo: SDS al 1%, Control Negativo: medio
LB sin inocular, B) T=0 C) T=6 D) T=10 E) T=14 F) T=26 G) T=30. Donde T es el tiempo en horas.

El ensayo se realizd en medio sin y con el sustrato preferencia. Para el ensayo de
emulsificacion sin HAP se utilizd SDS al 1% como control positivo y medio LB sin inocular como
control negativo (Fig. 13-A). Los tiempos seleccionados para el ensayo del indice de
emulsificacion E24 fueron la hora 0 (al momento de la inoculacidn del medio), representando el
inicio de la fase de latencia; la hora 6, representando el final de la fase de latencia y el inicio de la
fase exponencial; la hora 10, el tiempo medio de la fase exponencial; la hora 14, indicando el fin
de la fase exponencial y el inicio de la etapa estacionaria; la hora 26, el tiempo medio de la fase
exponencial; por altimo, la hora 30, donde se encontraria en fase de muerte. En el tiempo 0 no hay
produccion de biosurfactante ya que el cultivo con y sin células no producen emulsificacién no
habiendo diferencias con el control negativo (Fig. 13-B y C); en las horas 6 y 10 inicia la
produccion de biosurfactante (Fig. 13-D), tanto en el cultivo con y sin células (Fig. 14-A); en la
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hora 14 comienza a apreciarse a simple vista la emulsificacion principalmente en el tubo con
muestra con células (Fig. 13-E) y se puede constatar con el E24 calculado (Fig. 14-A); en el tiempo
26 tanto en las muestra sin células como en la que si las contiene se observa emulsificacion (Fig.
13-F) y el E24 aumenta considerablemente en los cultivos con células (Fig. 14-A); finalmente en
la hora 30 la emulsificacion es muy similar al controlo positivo (Fig. 13-G), indicando una

produccidn optima entre las 26 y 30 horas de incubacién desde la inoculacion de las muestras.



centrifugadas para eliminar células mostraban menor emulsificacion que aquellas con células.

A)

E24 (%)

5y
~

Absorbancia (600nm)

45
40
35
30
25
20
15
10

N W kA~ 000 NN 0 O O

48

Cabe recalcar que en cada uno de los tiempos evaluados se observa que las muestras

0 6 10 14 26 30
Tiempo (Horas)
Clcells mS/cells
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (Horas)
CSB8-2

Figura 14. Ensayo de emulsificacion sin hidrocarburo. A) index E24 B) Curva de crecimiento

35
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La gréafica obtenida del indice E24 y la curva de crecimiento correspondiente confirma lo
observado en las muestras (Fig. 14-A 'y B), la produccion de surfactantes aumento con respecto al
crecimiento y adaptacion de la cepa en el medio donde se encuentra. Sin embargo, a diferencia de
la curva obtenida en la Figura 8, a las 30 horas aun se encontraba en su fase exponencial y no en

la de muerte.

C/células S/células C/células S/células

Figura 15. Produccion de biosurfactantes en medio LB con 0.1gL! fenantreno. A) Control positivo: SDS al 1%,
Control Negativo: medio LB sin inocular, B) T=0 C) T=6 D) T=10 E) T=14 F) T=26 G) T=30

Se repitié el experimento anterior en las mismas condiciones, pero suplementando los
cultivos con 0.1gL* de fenantreno (Fig. 15). Con la adicion del hidrocarburo en el medio de cultivo,
ocurrid un cambio drastico en el patron de produccidon de biosurfactantes y en el indice de
emulsificacion. La emulsificacion apenas es visible a partir de las 6 horas en las muestras con
células (Fig. 15); a las horas 14 horas hay un aumento del indice E24 (Fig. 16-A) pero sin llegar a
tener un patron de emulsificacion similar al control positivo; a las 26 y 30 horas hay una
disminucion en la emulsificacion (Fig. 15-F y G) y en el E24 (Fig. 16-A). Al igual que en el
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experimento del calculo de E24 en cultivos de Nesterenkonia en LB sin HAP, la produccién de

biosurfactante es mayor en las muestras de cultivo con células.

A)

Absorbancia (600nm)
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Figura 16. Ensayo de emulsificacion con hidrocarburo. A) Indice E24 B) Curva de crecimiento
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Al analizar las gréficas de los experimentos para calcular el E24 en ambas condiciones de
cultivos (sin y con HAP), se puede observar que hay un cambio en la cantidad y en qué fase de
crecimiento hay produccion de biosurfactante. Los cultivos crecidos en presencia de fenantreno
presentan una mayor produccion de biosurfactantes, a juzgar por un alto E24, durante el inicio de
la fase exponencial (Fig. 16-A), mientras que en las muestras de los cultivos sin HAP, la mayor
produccidn del biosurfactante con poder emulsificante es al final de la fase estacionaria (Fig 15-
A). Por otro lado, en los cultivos con HAP, la mayor cantidad de biosurfactante producido se queda
adsorbido en la superficie de las células y solo una parte es excretado al medio (Fig. 16-A). En el
caso de los cultivos sin HAP, el biosurfactante es excretado al medio y adsorbido en la superficie
celular en cantidades similares (Fig. 15-A). Finalmente, podemos observar que la presencia del
HAP en el medio afecta también en la cantidad de biosurfactante producido, ya que el indice E24
es mucho menor en presencia que en ausencia del fenantreno en el medio de cultivo (Fig. 15-A'y
16-A).
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6.8 Deteccidn de genes de degradacion

Para verificar el potencial hidrocarbonoclasto de CSB8-2, el ADN de esta cepa se utilizo
como templado para amplificar 3 genes marcadores funcionales relacionados con el catabolismo
de hidrocarburos: el gen alkB, encargado de la degradacion de alcanos (Fig. 17-A); el gen
Tol/Bifenilo, relacionado con la degradacion de compuestos aromaticos (Fig. 17-B) y el gen pahE,

responsable de la degradacién de hidrocarburos aromaéticos policiclicos (Fig. 17-C).

Figura 17. Deteccion de genes involucrados en degradacion de hidrocarburos. A) Amplificacién de gen alcano

mono-oxigenasa (100pb), B) Amplificacion de gen Tolueno/Bifenilo dioxigenasa (505pb) C) Amplificacion de gen
pahE (377 pb). L=Ladder 1Kb, C+=Control positivo (ADN de Rhodococcus ruber MSA14 para alkB y Tol/Bifenilo y
ADN de Acinetobacter Iwoffii para pahE), ADN=ADN de Nesterenkonia sp. El asterisco rojo representa el amplicén

del control positivo, mientras que el asterisco amarillo indica al amplicon obtenido en Nesterenkonia CSB8-2.

La deteccion de los tres genes marcadores funcionales evaluados por PCR de punto final
en la Nesterenkonia sp. CSB8-2 . fue positiva. Lo anterior indica que esta cepa tiene un alto
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potencial para ser utilizada en procesos que permitan la descontaminacion de zonas impactadas

por hidrocarburos alifaticos y aromaticos.
7. Discusion

La biorremediacion microbiana es una tecnologia de limpieza alternativa que se basa en
las diversas capacidades metabdlicas de los microorganismos para eliminar una amplia gama de
contaminantes que conducen a la descontaminacion ambiental. Por ende, es fundamental
comprender el potencial fisiologico, metabolico y genético de los microorganismos nativos para

disefiar una estrategia de biorremediacion.

Los microorganismos hal6filos constituyen las comunidades microbianas naturales de los
ecosistemas hipersalinos, debido a que requieren iones de sodio para su crecimiento y metabolismo.
Segun el requerimiento 6ptimo de NaCl para el crecimiento, los halofilos se clasifican en tres
categorias diferentes: leves (1-3%); moderado (3-15%); y extremo (15-30%) %91, A diferencia de
los organismos halé6filos, aquellos denominados halotolerantes, a pesar de poder crecer en un rango

variado de sales, no requieren de estas para su crecimiento [,

En diferentes articulos basados en el aislado e identificacion de cepas, se han referido al
género Nesterenkonia sp. como una hal6fila moderada, como es en los casos de Nesterenkonia
halobia la cual crece en 5% de NaCl ["*l, Nesterenkonia sandarakina con crecimiento en 1-15%
[2] '|a cepa Nesterenkonia sp. MF2 fue aislada en 10% de NaCl ["®l y la Nesterenkonia sp. aislada
en 7.5% de NaCl ", En su investigacion para la bisqueda de nuevos métodos de eliminacion de
colorante violeta reactivo 1 en aguas residuales Prabhakar, Y et. al. realizaron pruebas de
decoloracion en medios con concentraciones de 2.5-5% NaCl esenciales para el funcionamiento

de sus experimentos, por lo que describen a Nesterenkonia sp. como una cepa haléfila /%],

En el caso de la cepa CSB8-2 de Nesterenkonia sp., aislada de las costas del Puerto de
Rosarito, B.C. los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo encontrado en la literatura,
e indican que es una haléfila, puesto que no crecié en los medios sin sal; mas especificamente es
una haléfila moderada ya que su mejor crecimiento fue observado en la concentracion de 3% NaCl

e incluso mostré ligeros indicios de crecimiento en la concentracion de 5% de sal (Tabla.3).
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Ademas, de la salinidad, se encuentran otras condiciones extremdfilas en las que las
bacterias presentan habilidad para adaptarse tales como las altas o bajas temperaturas, ambientes
de pH &cido y alcalino, e incluso condiciones de alta radiacion; esto es de importancia puesto que
los contaminantes de hidrocarburos de petroleo son frecuentes en los ambientes extremos donde
la temperatura, el pH, las concentraciones de sal y/o la presion varian de las condiciones normales;

condiciones a las cuales los organismos hidrocarbonoclastos deben adaptarse. 61,

Las bacterias hidrocarbonocléasticas son un grupo de procariotas que pueden degradar y
utilizar compuestos de hidrocarburos como fuente de carbono y energia; varias de estas bacterias
especializadas viven en el mar y se han aislado del agua de mar contaminada U, En el caso
particular del género de Nesterenkonia actualmente existen escasos estudios relacionados con la
capacidad degradadora de hidrocarburos, entre los que se encuentra lo descrito por Singhy
colaboradores, quienes, al analizar el genoma de Nesterenkonia sp. PF2B19 aislada del Avrtico,
identificaron secuencias de genes que podrian estar codificando para enzimas responsables de la

degradacion de hidrocarburos 8,

En el caso de la cepa Nesterenkonia sp. CSB8-2 los resultados indican que es una bacteria
hidrocarbonoclasta no obligada que puede crecer en medio con fenantreno al 0.1 gL pero
suplementado con otra potencial fuente de carbono cémo triptona o extracto de levadura. Esta
conclusion fue tomada debido a la rapidez con la que se esparcié la cepa cubriendo por completo
la superficie del medio s6lido LB + 3% de NaCl y presentando el color naranja intenso
caracteristico de la cepa. En cambio, cuando la cepa fue crecida en medio BH + 3% de NaCl

suplementado con fenantreno al 0.1 gL™*, no se observa crecimiento.

En ese sentido, en 2019, Radwan y colaboradores realizaron una serie de pruebas sobre la
habilidad de las denominadas bacterias hidrocarbonoclasticas obligadas para utilizar sustratos no
hidrocarbonados, mejorando asi sus actividades. En dicho articulo mencionan que la peptona
resultd ser un sustrato utilizable por las ocho cepas hidrocarbonoclastas probadas, por lo que
construyeron curvas de crecimiento para aquellas bacterias utilizando un medio mineral con
peptona como unica fuente de carbono y energia; entre los hidrocarburos probados, el mejor
utilizado fue el C1g cuyas proporciones de consumo oscilaron entre 8 y 17%, el n-alcano, Cso, con

proporciones de consumo entre el 2 y el 11 % se consumi6 con menos facilidad y el fenantreno
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con proporciones de consumo de solo el 2 al 5 % fue el sustrato utilizado con menos facilidad por
las ocho especies bacterianas analizadas. Este resultado proporciona una evidencia experimental
de que los organismos hidrocarbonoclastos pueden preferir la peptona a los hidrocarburos como
fuente de carbono. También confirmaron que, en medios nutritivos con petréleo afiadido, durante
los primeros dias se realiza el consumo de peptona para luego utilizar los hidrocarburos como

ultima fuente de alimento "%,

De igual forma, el comportamiento anterior se observo cuando la cepa bacteriana fue
crecida en medio liquido LB y BH suplementados con petréleo; en dicho experimento se noté con
gran facilidad la ausencia de petroleo en el medio LB una vez pasado el tiempo de incubacion, lo

que sugiere que sucedié alguna transformacion.

Lo anterior indica que Nesterenkonia sp. CSB8-2 al parecer no puede utilizar petroleo e
hidrocarburos como su Unica fuente de carbono, si no que necesita nutrientes adicionales para

poder prosperar en ambientes contaminados por estos contaminantes.

Los microorganismos hidrocarbonoclastos puede poseer varios mecanismos que facilitan
la degradacion de los compuestos toxicos organicos, tales como la formacion de biopeliculas. Las
biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una
matriz de exopolisacéridos y adheridos a una superficie biotica o abiética . Las bacterias forman
biopeliculas en respuesta al estrés ambiental, como la exposicion a compuestos toxicos 4. Pero
también pueden ayudar al microorganismo a absorber y metabolizar los contaminantes como los
hidrocarburos a traves de un patrén de expresion de genes controlados por el quorum sensing, que

en conjunto con la quimiotaxis puede acrecentar la capacidad de biorremediacion 82841,

En el caso de la cepa Nesterenkonia sp. CSB8-2, debido a que hay una mayor produccion
de biopeliculas en ausencia del fenantreno, este microorganismo podria estar produciendo
biopeliculas como proteccion hacia al estrés realizado por el fenantreno mas que cémo mecanismo
para facilitar la degradacion de este compuesto organico toxico. En ese sentido, Daoxin Dai et. al.
2022 aislaron cuatro cepas de Nesterenkonia sp. de los lagos de la meseta tibetana para identificar
sus mecanismos de resistencia al estrés ocasionado por las temperaturas, limitacion de nutrientes,
osmosis y condiciones ultravioleta y confirmaron la produccion de biopeliculas como parte de

éstos.
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Las biopeliculas no son los Unicos mecanismos por los cuales las bacterias facilitan su

estadia en el ambiente en el que se encuentran, estas también hacen uso de los biosurfactantes.

Los biosurfactantes son agentes tensioactivos de bajo peso molecular producidos por las
bacterias, cuyo rol es la emulsificacion de potenciales nutrientes hidrofébicos, lubricacion para
movilidad sobre superficies semisélidas y mantenimiento de estructuras microbianas complejas

tales como las biopeliculas [5-7,

En el caso particular de la cepa Nesterenkonia sp. CSB8-2, cuédndo es crecida en ausencia
y presencia de HAP, ésta produce biosurfactantes con poder emulsificante de tipo ramnolipido o
estructuralmente parecidos, esto a juzgar por el E24 y por la prueba del agar azul. Sin embargo, la
produccién del biosurfactante por parte de la cepa CSB8-2 es menor en presencia del HAP. La
literatura sugiere que los biosurfactantes producidos a partir de bacterias marinas eran lo
suficientemente capaces de destruir las manchas de petréleo que flotan en la superficie del agua
para promover la dispersion del petroleo en el agua formando una emulsion estable, mejorando asi
la tasa de biodegradacién (Kim et al., 1997). En Nesterenkonia sp. CSB8-2, si bien tiene
habilidades de emulsificacion debido a los posibles biosurfactantes que produce, éstas parecen ser
afectadas por la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos, ya que el index de

emulsificacion baja considerablemente.

Se han identificado varias enzimas y vias para la degradacion de los componentes del
petroleo crudo. Una de las enzimas activadoras clave en la degradacion de los alcanos son las
alcano hidroxilasas. Las alcano monooxigenasas (AlkB) y los citocromos P450 (CYP153)
catalizan la hidroxilacién de alcanos a alcoholes, que posteriormente se oxidan a acidos grasos,
que posteriormente son catabolizados por 3-oxidacion dando lugar al metabolito intermedio clave,
el acetil CoA®&%, E| catabolismo de los compuestos aromaticos involucra multiples enzimas que
convierten los sustratos aromaticos en intermediarios del ciclo de Krebs a través de vias de escision

orto o meta 1,

La conservacion de secuencias del gen alkB se ha explotado en una variedad de estudios
ecologicos moleculares y se ha utilizado como un gen marcador de degradacion de alcanos. Entre
ellos Wasmund et al. (2009), quienes analizaron la diversidad de alkB en extractos genémicos

obtenidos de sedimentos asociados a filtraciones de hidrocarburos en el Mar de Timor donde
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observaron numerosas secuencias novedosas, muchas de las cuales estaban relacionadas con
oxidantes de alcanos conocidos dentro de las y-Proteobacteria y Actinobacteria, pero distintas de

ellos. 4,

Liang (2019) colaboradores al analizar cepas puras por PCR confirmaron que pahE puede
distinguir especificamente bacterias que degradan PAH lo que sugiere que pahE es un biomarcador
mas poderoso para explorar el papel ecoldgico y el potencial de degradacion de las bacterias
degradadoras de PAH en los ecosistemas, o cual es importante para la biorremediacion de la
contaminacion por PAH [¢7],

Las dioxigenasas hidroxilantes del anillo aromatico (RHDs) catalizan la oxidacion de
anillos aromaticos mediante la adicion de ambos 4&tomos de oxgeno molecular a dos carbonos
adyacentes, ejemplo de estas enzimas son las tolueno, naftaleno y bifenilo dioxigensasas las cuales

con muy similares en su tamafio, composicion y estructura molecular [°%1,

Los genes marcadores de degradacion alkB, Tol/Bifenilo y pahE. fueron encontrados en
Nesterenkonia sp. CSB8-2 sugiriendo que tiene la habilidad de crecer hidrocarburos y
posiblemente pueda degradar hidrocaburos alifaticos, mono y poliarométicos, Sin embargo,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante los ensayos de crecimiento en medio sélido y
liquido es necesario aclarar que los HAP probablemente no son utilizados como su principal fuente

de carbono o de energia.
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8. Conclusiones

Nesterenkonia sp. CSB8-2, aislada de sedimentos marinos de la zona costera del Puerto
de Rosarito, es un microorganismo moderadamente halofilo con un alto potencial para utilizar
HAP de bajo y alto peso molecular como fuente de carbono. La cepa se identificO como
hidrocarbonoclasta no obligada debido a su inhabilidad de poder crecer en medios no nutritivos
adicionados con hidrocarburo, sin embargo, tanto en medios s6lidos como liquidos logré proliferar
en todas las concentraciones extremas de hidrocarburo y petréleo. Ademas, esta cepa bacteriana
posee mecanismos como la formacién de biopeliculas y la produccion de biosurfactantes que
facilitan el proceso de degradacion. Por lo tanto, CSB8-2 podria ser una herramienta factible para

la biorremediacion en ambientes salinos contaminados con HAP y petréleo.
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