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Resumen
El fenantreno es un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP) considerado uno de

los 16 contaminantes prioritarios segun la Agencia de Proteccion al Ambiente de

Estados Unidos. Se encuentra en altas concentraciones en el medio acuoso.

Los biosurfactantes (BS) microbianos son una estrategia fisioldgica que mejora la
solubilizacién y disponibilidad del hidrocarburo para su tratamiento. Los BS
contribuyen a la biodegradacion del fenantreno. En este trabajo se utilizaron tres
cepas bacterianas productoras de biosurfactantes; la cepa 2, 2214 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 aisladas de un proceso de digestion anaerobia. Se
cultivaron en medio liquido de sales minerales adicionado fenantreno (0.25 g/L)
como Unica fuente de carbono y glucosa (1 g/L) como fuente alterna de carbono
para evaluar su crecimiento, la tasa de biodegradacion y la biotransformacién del

fenantreno.

Las tres cepas bacterianas fueron capaces de crecer y biodegradar el fenantreno
como Unica fuente de carbono y en metabolismo con glucosa. La adicién de glucosa
favorecié el crecimiento microbiano. Mientras que el crecimiento del fenantreno
como Unica fuente de carbono no es estadisticamente diferente a cuando esté
ausente en el medio liquido de sales minerales. El pH neutro promueve un

crecimiento optimo de las bacterias.

El analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién evidencié que las cepas
bacterianas degradan maximo un 32% y 18% del fenantreno, utilizado como Unica
fuente de carbono y en metabolismo con glucosa, respectivamente. La cepa 2214
utilizé eficientemente el fenantreno hasta las 48 h de cultivo y degrado estos
porcentajes en las primeras 48 y 24 h de cultivo, respectivamente En los
cromatogramas se detecto el pico de fenantreno a los 31.05 min. No se detecto la

presencia de intermediarios del metabolismo del hidrocarburo.
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1. Introduccién

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son contaminantes organicos
ubicuos en el ambiente. Se originan de manera natural por combustion incompleta
de la materia organica y por actividades antropogénicas. El turismo, la extraccion,
tratamiento y transporte de combustibles fésiles son la principal causa de la

presencia de estos en ambientes acuaticos contaminados (Souza et al., 2014).

Los HAP estan constituidos por dos o mas anillos de benceno fusionados y se
clasifican en dos categorias por el numero de anillos presentes: HAP de bajo peso
molecular y HAP de alto peso molecular (Chauchan et al., 2008). Estos compuestos
organicos presentan alta hidrofobicidad y estabilidad quimica, lo que incrementa con

el nimero de anillos.

El fenantreno (FNN) es un HAP triciclico de bajo peso molecular. Sus propiedades
fisicoguimicas le confieren baja solubilidad acuosa, poca volatilidad y una gran
afinidad por las particulas del sedimento. Su facilidad de adsorberse a las
superficies acuaticas facilita su acumulaciéon y evita su biodisponibilidad en el
ambiente (Chauchan et al., 2008).

Diversos estudios realizados en playas del Golfo de México han reportado el
fenantreno como uno de los HAP méas abundantes. Esto es un grave problema
ambiental, ya que el FNN puede afectar gravemente la vida humana y alterar la
dinamica de los ecosistemas acuaticos. El fenantreno (FNN) es también uno de los
16 contaminantes prioritarios segun la Agencia de Proteccion al Ambiente de
Estados Unidos, debido a sus caracteristicas toxicas, mutagénicas y carcinégenas
(Parab y Phadke, 2020).

La biodegradacion microbiana es una de las alternativas mas importantes y
significativas para combatir esta problematica. Diversas especies de
microorganismos son eficaces para remover por encima del 90 % del fenantreno
(FNN) presente en el medio (Tian et al., 2002). Esta biodegradacién ocurre via
metabolismo o cometabolismo. El cometabolismo es especialmente importante para
la degradacion de mezclas de HAP y cuando se provee de una fuente alterna de

crecimiento mas facilmente asimilable, como la glucosa.

12
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Especies del género Pseudomonas pueden crecer en un medio donde el fenantreno
(FNN) es utilizado como fuente primaria de crecimiento y asi metabolizarlo para
originar intermediarios metabdlicos utilizados para obtener energia y mayor
biomasa celular (Prabhu y Pale, 2003). Especialmente estos microorganismos
producen biosurfactantes (BS). Los BS son compuestos anfifilicos, es decir
contienen una porcion hidrofilica y otra hidrofébica. Se producen durante la actividad
microbiana, ya sea que se excreten al medio o sean de tipo intracelular, contribuyen
a la solubilizacién del fenantreno. Los biosurfactantes mejoran la interaccion de la
superficie celular bacteriana con el contaminante y facilitan la biodisponibilidad del
fenantreno para los microrganismos, promoviendo su biodegradacion (Pedetta et
al., 2012).

El presente trabajo pretende evaluar la capacidad de biotransformacion y
biodegradacion del fenantreno como uUnica fuente de carbono y en cometabolismo
con glucosa por parte de tres cepas bacterianas capaces de crecer en presencia de

sustratos hidrofébicos (aceite de cocina) y producir biosurfactantes.
2.Marco teoérico

2.1 Hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAP)

Segun la FAO (2019) son un grupo de contaminantes organicos que contienen dos
0 mas anillos aromaticos fusionados, formados por &tomos de carbono e hidrégeno.
Los HAP forman parte natural del petréleo, el cual esta constituido tanto por
hidrocarburos alifaticos, aromaticos, asfaltenos (fenoles, acidos grasos, cetonas,
ésteres y porfirias), y resinas (piridinas, quinolinas, y amigas) (Garcia & Aguirre,
2016).

Dependiendo del numero de anillos de benceno presentes, los HAP se han
clasificado en dos categorias: 1) de bajo peso molecular (2 a 3 anillos), 2) de alto
peso molecular (mas de 4 anillos). De acuerdo con la USEPA (Agencia de
Proteccion al Ambiente de Estados Unidos), se han clasificado 16 de estos HAP
como contaminantes prioritarios (Figura 1), debido a sus caracteristicas toxicas,
cancerigenas, mutagénicas y por los diversos efectos adversos en la salud de los

humanos.

13
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Figura 1. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (SEMARNAT, 2017)

2.2 Origen de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Se encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente: aire, suelo, sistemas
fluviales, a lo largo de la columna del agua y principalmente en sedimentos marinos.
Son resultado de la combustién incompleta o pirélisis de materia organica como el
carbon, petréleo y gasolina, asi como de incendios forestales y erupciones
volcanicas (Archana et al., 2008).

Segun su origen se clasifican dentro de tres categorias: biogénico, pirogénico
y petrogénico:

HAP  biogénicos: son producto de procesos metabdlicos de
organismos microscopicos o de la degradacion de materia organica, ya sea en
condiciones aerobias o anaerobias. Siendo la fuente principal de los HAP de 4,5, y
6 anillos.

HAP pirogénicos: son producto de la combustion incompleta de material organico
y combustibles fésiles, y se considera la fuente principal de compuestos de 3y 5
anillos.

HAP petrogénicos: los cuales son producto del vertido de productos petroliferos
y/o algunas actividades industriales del petréleo, los cuales ingresan al ambiente en
fase gaseosa (evaporacion-depdsito) y en fase liquida (derrame de crudo) (Ortiz et
al., 2012).

14
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Una vez presentes en el medio, estos pueden dispersarse en el medio acuatico.
Existen 6 rutas de dispersion de los contaminantes en ambientes marinos (Figura

2); evaporacion, emulsificacion, dispersion, disolucion, adsorcién y sedimentacion.

Biodegradacion en

Sedimentos

Figura 2. Rutas de dispersion de los HAP en ambientes marinos (McGenity et al.,
2012)

2.3 Propiedades fisicoquimicas de los HAP

Son compuestos hidréfobos, no polares y practicamente insolubles en agua y con
un coeficiente de reparto octanol- agua alto (Tabla 1), lo que reduce su
biodisponibilidad y los convierte en contaminantes persistentes en el ambiente
(Archana et al., 2008).

Los HAP de alto peso molecular se unen con mayor facilidad a particulas organicas
suspendidas en la columna de agua formando parte de los sedimentos marinos para
convertirse en los principales depdésitos de este contaminante (Oliva et al., 2015).
Contrariamente, los HAP de bajo peso molecular dominan la fase disuelta del agua
(Douben, 2003).

15
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los principales hidrocarburos aromaticos
policiclicos (WHO,2003).

HAP Peso Densidad Solubilidad Punto Punto de Presion Coeficiente

molecular (g/cm?) (mg/L) de ebullicién vapor de reparto

(g/mol) fusion (°C) (ra) octanol/agu

(°C) a
(log Pow)
Naftaleno 128.8 1.16 31 80 218 8.64 3.6
Fluoreno 166.22 1.20 1.8 116 295 8x107? 4.18
Fenantreno 178.23 1.18 1.29 101 340 1.6x1072 4,46
Antraceno 178.23 1.25 Insoluble 216 340 8x10°3 4.50
Fluoranteno 202.26 1.25 Insoluble  110.8 375 1.2x103 5.22
Benzo a- 251.31 1.24 Insoluble 178.1 495 7.3x107 6.50
pireno

2.4 Fenantreno

Es un HAP triciclico (tres anillos de benceno fusionados) de estructura angular, tiene
apariencia cristalina que se origina de la combustiéon de materiales organicos; es
uno de los principales componentes del carbon y combustibles fésiles (Waigi et al.,
2015).

El fenantreno (FNN) tiene bajo peso molecular (178.23 g/mol), es de caracter
hidrofébico-apolar, y con una baja solubilidad en agua (1.29 mg/L) (Pedetta et al.,
2012). Presenta alta toxicidad y persistencia en el medio ambiente, lo que se debe
principalmente a su poca volatilidad y alto coeficiente de reparto octanol-agua. Lo
anterior contribuye a su facil adsorcion y potencial bioconcentracion (Tabla 1) (Waigi
et al., 2015).

Se utiliza como modelo en estudios de biorremediacion de sitios contaminados con
HAP, debido a sus caracteristicas quimicas; presenta dos regiones que determinan
la especificidad de las enzimas capaces de degradar este contaminante (Figura 3);
la region de la bahia (bay- region), es un area entre los atomos de carbono 4y 5,y
la region K (K- region) que es el doble enlace entre el carbono 9y 10, presenta una

alta densidad de electrones (Mrozik et al., 2003).
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Bay-region

4

i

K-region

Figura 3. Region de bahia y K del fenantreno, esenciales para su biodegradacion
(Waigi et al.,2015)

2.5 Impacto ambiental de la contaminacion por constituyentes del petréleo;
hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en el medio acuatico representan
una grave problemética ambiental. Originan consecuencias graves cuando se
acumulan en los sedimentos marinos, en la columna de agua o se adhieren a las
especies acuaticas distribuidas en el ecosistema, debido a que son compuestos

altamente toxicos.

Por su potencial carcinogénico, mutagénico y teratogénico los hidrocarburos
originan diversos efectos negativos sobre la flora y fauna marina. Efectos como
muerte por asfixia, aumento de infecciones en especies de aves acuéticas debido a
la absorcion de cantidades subletales de petréleo, y alteracion e incorporacion de
carcindgenos en la cadena alimentaria (Das y Chandran, 2011), son algunos

ejemplos.

Derivado de derrames petroleros, las manchas de aceites presentes en la superficie
de agua afectan a los organismos plantdnicos. Estas manchas de aceite limitan el
intercambio gaseoso y reducen la entrada de luz lo que interviene en el proceso
fotosintético del fitoplancton. Huang et al., (2010) mencionan que el petréleo crudo
tiene efectos negativos en el crecimiento del fitoplancton, al reducir la adsorcién de

COz2 y nutrientes. Ademas, se ha comprobado que el petréleo dafa la estructura
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celular y sistema de membranas del fitoplancton e interfiere en el funcionamiento
del sistema de defensa (Aksmann y Tukaj 2008; Wang y Zheng 2008) y bloquea la
sintesis de acidos nucleicos y proteinas (Bopp & Lettieri, 2007).

De igual manera la reduccioén en la entrada de la luz en la columna de agua afecta
los procesos fotosintéticos realizados por plantas verdes o algas. Lo que genera
una alteracion dindmica de estos ecosistemas, pues las algas realizan la absorcion
del 80 % de energia en los 10 primeros metros de la superficie marina (McGenity et
al. ,2012)

Los efectos subletales sobre otros organismos marinos abarcan desde
malformaciones, pérdida de fertilidad, inmunodeficiencia en vertebrados e
invertebrados, reduccion del nivel de eclosion de huevos, alteraciones en su
comportamiento y gran cantidad de efectos derivados de la toxicidad del vertido
(Reynaud et al.,2004; Gagnaire et al., 2006). Tal es el caso de mejillones y otros
moluscos que se adhieren a rocas u objetos, evitando su adhesion y cayendo al
fondo, impidiendo asi su capacidad de alimentarse. Otro ejemplo, son los arrecifes
de coral, que se ven afectados en su reproduccion, tasa de crecimiento,
capacidades de colonizacién y alimentacion lo que evita a esta comunidad compleja
e importante proporcionar sustrato y refugio para una amplia variedad de animales
(McGenity et al., 2012)

2.6 Bacterias degradadoras de hidrocarburos arométicos policiclicos

Las bacterias que degradan HAP cuentan con las capacidades metabdlicas para
para lograr utilizar estos contaminantes como fuente de carbono y energia necesaria
para su crecimiento. Durante el metabolismo de los hidrocarburos generan otro tipo
de compuestos quimicos accesibles en el medio como carbohidratos, 4cidos grasos
y enzimas (Zhon et al.,2007).

La actividad fisiologica y la capacidad enzimatica son especificas entre
microorganismos, y dependientes de las condiciones ambientales y la naturaleza
del contaminante. En el medio natural, la degradacion de los HAP puede ocurrir en
condiciones aerObicas o anaerobicas; en condiciones donde el oxigeno esta

presente, la actividad de peroxidasas y oxigenasas es primordial. Mientras que en
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ausencia de oxigeno molecular se llevan a cabo reacciones enziméticas mas

complejas como metanogeénesis, carboxilacion o metilacion (Boll, 2020).

Una gran variedad de microorganismos clasificados como Gram (-) y Gram (+) son
capaces de metabolizar los HAP. Se han aislado y caracterizado fisiol6gica y
molecularmente cepas microbianas del suelo y de sedimentos marinos donde han
sido vertido petrdleo y sus derivados; Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus
Alcanivorax, Marinobacter Bacillus, Sphingomonas son algunos géneros (Kotska et
al., 2011).

Las bacterias degradadoras de HAP desarrollan tolerancia al ambiente y modifican
Sus genomas o0 cambia su maquinaria genética para desintoxicar o degradar
productos quimicos que persisten en el medio ambiente. Genes como como pah,
nid, nah, dox y bph se sabe que estan involucrados en la degradacion de

contaminantes organicos aromaticos (Tabla 2) (Archana et al., 2008)

Tabla 2. Genes y proteinas codificadas para la biodegradacion de fenantreno

encontrados en bacterias (Archana et al., 2008).

Microorganismo Localizacion Gen Proteina codificada o funcion
del gen
Pseudomonas Plasmido DoxE Cis- Naftaleno dioxigenasa dihidriol
putida C18 DoxD Reductasa
NahAa / Ferredoxina
Ab
Pseudomonas Cromosoma  pahAb Ferredoxina
putida OUS82
P. aeruginosa Cromosoma  Pah Ferrodixina
Pakl
Algaligenes Plasmido phnAa Ferredoxina reductasa
faecalis

2.7 Bacterias productoras de biosurfactantes
Existen microorganismos capaces de producir biosurfactantes (BS) es decir
moléculas anfifilicas con una porcién soluble en agua y otra hidrofébica. Estos BS

se ubican en la interfase de los fluidos en sistemas de aceite-agua y aire-agua. Al
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poder interactuar con ambas fases, los BS contribuyen a mejorar la solubilidad y
biodisponibilidad de compuestos organicos poco solubles en agua, como el

fenantreno.

En la Tabla 3 se enlistan algunos de los microorganismos capaces de producir BS.
En estos estudios se comprobé la eficiencia de los biosurfactantes (BS) en la
degradacion del fenantreno. El fenantreno tuvo una degradacién alta con

concentraciones menores (10-50), hasta concentraciones de 300 mg/L.

Las especies del género Pseudomonas forman un gran grupo de bacterias
productoras de biosurfactantes (BS) capaces de degradar hasta 100 % del
fenantreno. Producen mono o di-ramnolipidos, los cuales estan formados por un
glucosido de B-hidroxidecanoil, B-hidroxidecanoato y una o dos moléculas de
ramnosa. A los ramnolipidos se les atribuyen caracteristicas antimicrobianas, y se

les relaciona con la movilidad tipo “swarming” de la bacteria.

Tabla 3. Biodegradacion de fenantreno por bacterias productoras de

biosurfactantes (BS).

Autor Bacteria Fenantreno Tasa de Tiempo
(mg/L) Biodegradacién
(%)
(Ahmed et al.,, Klebsiella sp 100 56 7d
2021) KOD 36
(Wang et al.,, Diaphorobacter 100 96.3 52h
2020) YM-6
(Hou et al., Achromobacter 100 93.3 5d
2018) sp LH-1
(Golshan et Pseudomonas 300 88.4 21d
al.,2016) sp
(Masakorala et Pseudomonas 100 100 8d
al., 2013) sp. USTB- BR
(Henry et al.,, Acinetobacter 10,25,50 100 10d
2011) calcoaecitus
(Coppotelli et Sphingomonas 300 53 20d
al., 2010) paucimobilis
20006FA
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(Reddy et al., Brevibacillus sp. 250 93 6d
2010) PDM-3

Donde h= horas, d= dias, *= sin aplicacion externa de surfactantes sintéticos, += aplicacion
de surfactantes sintéticos.

2.8 Biosurfactantes

El proceso de biodegradacion es afectado por la disponibilidad y propiedades
fisicoquimicas del contaminante (Parhamfar et al., 2018). Los hidrocarburos de
mayor peso molecular permanecen en el medio complicando el proceso (Radhir et
al., 2003).

Una alternativa a esta complicacién, es la produccién de biosurfactantes, los cuales
aumentan la disponibilidad de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Datta et al.,
2018). Los biosurfactantes (BS) son moléculas producidas por microorganismos,
gue forman parte de la membrana celular o se excretan al medio de crecimiento
para asi reducir la tension superficial y mejorar la dilucion de los hidrocarburos en
soluciones acuosas. Una vez producidos, se forman agregados estables de 100 a
200 micelas donde los hidrocarburos se solubilizan (Tabatabaee et al., 2005).
Ademads, el biosurfactante induce modificaciones en la membrana celular, cambio
en la composicion de proteinas confiriendo mayor hidrofobicidad a la pared celular,
lo que logra que las células microbianas tengan accesibilidad al contaminante
(Souza et al., 2014)

Los biosurfactantes son de 5 tipos: glucolipidos, fosfolipidos, lipopéptidos, acidos
grasos Yy lipoposacéaridos. Estos biotensioactivos logran: 1) aumentar la
solubilizacibn de sustratos no polares, fomentando la disponibilidad del
contaminante, 2) aumentar la afinidad entre las superficies microbianas y el
contaminante, lo que da lugar a la ruptura de la pelicula formada entre el agua y los
contaminantes 3) reducir la tension superficial, debido al decremento de la fuerza

de repulsién entre fases liquidas inmiscibles (Hou et al., 2018)

La presencia de biosurfactantes en el medio permite a las bacterias tomar el
contaminante del nucleo micelar formado, aumentando significativamente la

biodisponibilidad del HAP (Schippers et al., 2000), La Figura 4 muestra los
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mecanismos que mejoran la biodisponibilidad de hidrocarburos aromaticos

policiclicos; a) las bacterias toman el contaminante de manera directa del agregado

de micelas ,b) los HAP son captados mediante la liberacion de una micela, c) ocurre

la adopcion directa de HAP a través del contacto celular-surfactante-HAP, y d)

muestra una hipotesis de la mejora de solubilizacion con biosurfactante debido a

una disminucion de la longitud de la trayectoria de difusion entre el sitio de adsorcion

y el sitio de captacion.

Célula bacteriana
A) . _
/ e \l‘ Absorcién por la micela
Micela Vo - _' ”
\ o~ Surfactante- solubilizando

PAH

Fop¥e

Célula bacteriana
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disueltos ! /
= ‘\I Liberacién de HAP a
/ ’ partir de la micela
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Figura 4. Mecanismos que mejoran la biodisponibilidad de hidrocarburos

aromaticos policiclicos utilizando biosurfactantes (Schippers et al., 2000).

Pseudomonas es un género bacteriano que se caracteriza por la produccién de

ramnolipidos, Los ramnolipidos mejoran la dispersion de los hidrocarburos debido

a que se acumulan en la interfaz entre estos compuestos hidrofobos y la fase

acuosa. Instalados ahi reducen la tension interfacial, disminuyendo las fuerzas

repulsivas entre estas fases y permitiendo la formacion de microgotas (Zeng et al.,

2018)
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2.9 Biodegradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos

La biodegradacion es un proceso de transformacion de los HAP a otros de menor
complejidad por efecto de la actividad biolégica, ocurre a través de reacciones

bioguimicas como la hidrdlisis o reacciones de 6xido reduccién (Vallero, 2010).

Estas reacciones cambian las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto,
aumentando su biodisponibilidad y facilitando la degradacibn o su completa

mineralizacion (produccion de CO2 y H20).

Los HAP pueden ser asimilados y transformados por microorganismos a través del
metabolismo o cometabolismo del compuesto. Para que se lleve a cabo la
biodegradacion es necesario que a) el HAP sea solubilizado, b) que sea
transportado al interior de la célula, c) que los microorganismos expresen los “genes
degradativos” y d) que ocurra la descomposicién enzimatica del hidrocarburo en

cuestion (Chauchan et al., 2008).
2.9.1 Biodegradacion anaerobia de los HAP

Este tipo de biodegradacion ocurre principalmente por bacterias que habitan en
sistemas acuiferos 0 sedimentos lacustres y marinos con condiciones andxicas
(Tabla 4). En vez de oxigeno como aceptor de electrones, éste es sustituido por
nitrato, iones hierro y sulfato para oxidar el anillo aromatico del hidrocarburo
(Meckenstock y Mouttaki, 2011).

Tabla 4. Bacterias degradadoras de HAP en condiciones anaerobicas.

Género

Desulfobacterium

Pelotomaculum
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Los microorganismos capaces de degradar HAP en estas condiciones, presentan
menor tasa de crecimiento y tiempo de duplicaciones de semanas a meses, por lo
gue la tasa de biodegradacién ocurre muy lentamente (Meckenstock et al., 2016). Y
generalmente es de 5 a 10 veces mayor cuando se utiliza nitrato que sulfato
(Meckenstock et al., 2004).

La ruta principal de degradacion, incluye el ataque del carbono 2 del anillo
aromatico, ya que este es mas electronegativo y favorece una sustitucion
electrofilica (Meckenstock y Mouttaki, 2011). EI principal mecanismo de
biodegradacion anaerdbica del fenantreno, se basa en la carboxilacion del

hidrocarburo, generando metabolitos como acido fenantroico,
2.9.2 Biodegradacion aerobica de los HAP

Generalmente los HAP son metabolizados en condiciones donde el oxigeno esta
presente, ya que es el tipo de biodegradacion més rapida y completa de la mayoria

de los contaminantes organicos.

El principio fundamental de este tipo de degradacién es la oxidacién del anillo
aromatico, a través de la incorporacion de oxigeno molecular por medio de
reacciones enzimaticas catalizadas por oxigenasas y peroxidasas (Figura 5). Una
vez oxidados, los compuestos resultantes pueden convertirse en intermediarios del
metabolismo central para la biosintesis celular y utilizados para el crecimiento por

medio de la gluconeogénesis (Das y Chandran, 2011).
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Figura 5. Ruta general de la biodegradacion aerdbica de los hidrocarburos por
microorganismos (Das y Chandran, 2011).

La introduccién de oxigeno al anillo produce alcoholes primarios (cis-dihidrodioles),
estos compuestos son rearomatizados por una cis-diol deshidrogenasa para formar
intermediarios di-hidroxilados. Luego estos compuestos son escindidos por una
dioxigenasa via orto o meta anillo, para finalmente formar intermediarios del ciclo
de Krebs (Habe & Omori, 2003).

Estos intermediarios pueden ser similares a un &cido graso que puede ser
degradado por Acetil Co-A mediante beta oxidacién, hasta obtener CO2 y H20 como

productos ultimos de la biodegradacion (Bracho et al., 2004).
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2.10 Ruta metabdlica de biodegradacion del fenantreno

La Figura 6 muestra la ruta metabdlica de biodegradacién del fenantreno por la
especie Pseudomonas aeruginosa. El metabolismo del fenantreno inicia mediante
la hidroxilacibn de la molécula, por la accién de distintas dioxigenasas e
hidroxilasas. Luego por la accion de una aldolasa se origina el compuesto 1-hidroxy-
2 acido naftoico (1H2N). El 1H2N se metaboliza mediante dos vias: 1) donde es
convertido a 1-2 dihydroxynaftaleno y se dirige a la via de oxidacién del naftaleno,
y 2) donde se oxida mediante la via del &cido ftélico, para asi originar

intermediarios del metabolismo central (Moody et al., 2001).
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Figura 6. Ruta metabdlica de biodegradacién del fenantreno por Pseudomonas

aeruginosa (Deveryshetty y Phale, 2009)
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2.10.1 Compuestos de biodegradacion del fenantreno

La Figura 7 muestra los principales compuestos de la biodegradacion del
fenantreno (FNN). Estos primeros compuestos resultan de la hidroxilacion de la

molécula del fenantreno por bacterias del género Pseudomonas.

Cis- 3,4- dihidroxi-3,4-
dihidroxi fenantreno

HOOC OH

o
B-1V)
= =
N7

N~ N

~

2-hidroxi-2h-benzeno (H) .
chromeno-2-acido Trans-4-(Hidroxynaf-2-yl)-

carboxilico oxobut- 3 acido enoico

 OH

1-hidroxi-2-naftoaldehido 1-hidroxi-2-acido naftoico

Figura 7. Compuestos de biodegradacion del FNN y primeros precursores de la

formacion del (1-hidroxi-2-acido naftoico) (Habe y Omari,2003)
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2.11Cometabolismo de bacterias degradadoras de hidrocarburos aroméaticos
policiclicos

El cometabolismo es la transformacion metabdlica de un cosustrato en presencia
de un sustrato de crecimiento. La tasa de degradacion de los hidrocarburos esta
relacionada con el consumo del sustrato de crecimiento. Este Ultimo proporciona la
fuente primaria de energia necesaria para el crecimiento y mantenimiento celular
(Zhong et al., 2007)

Durante la biodegradacion de HAP el cometabolismo aumenta la eficiencia de la
biodegradacion, ya que el sustrato suele tener suele tener un efecto potenciador en
este proceso (Ahmed & Ahmed, 2014). Lo anterior depende de a) la interaccién
sustrato- cosustrato, b) la similitud entre ambos, y c) de las especies microbianas
(Nzila, 2013).

Las bacterias degradadoras de HAP, utilizan sustratos de crecimiento que son
guimica o estructuralmente similares a los contaminantes (Nzila, 2013). La glucosa
y el extracto de levadura son sustratos mayormente utilizados, ya que conducen a
un aumento de la biomasa bacteriana y la generacion de agentes reductores
(cofactores criticos en reacciones de biodegradacion) (Nzila, 2013). La glucosa es
también un factor importante en el cometabolismo por bacterias productoras de

biosurfactantes (Hou et al., 2013).

Al final de la transformacién metabdlica, se espera que los compuestos resultantes
sean menos peligrosos, o bien, mas susceptibles a la degradacién biologica. Sin
embargo, existe el riesgo de que se originen compuestos acumulables en el
ambiente, debido a que no son intermediarios de otras rutas catabdlicas o no existen

los microorganismos capaces de utilizarlos como sustrato (Zhong et al., 2007).
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2.12 Biorremediacién por bacterias degradadoras de hidrocarburos
aromaticos policiclicos en agua contaminada.

La biorremediacién es un proceso bioldgico llevado a cabo por una gran variedad
de microorganismos que degradan y transforman compuestos quimicos téxicos en
otros quimicamente distintos e inocuos para el ambiente. La actividad metabdlica

microbiana culmina con la generacion de CO2 y H20 (Gomez & Sartaj, 2014).

Este proceso no genera impactos ambientales negativos; es eficiente, de bajo costo
y manejo seguro, lo que confiere ventajas comparada con otras alternativas de
naturaleza quimica (Montagnolli et al., 2015). Sin embargo, la eficiencia de la
biorremediacion varia dependiendo de la clase de hidrocarburo, de su estructura y
peso molecular, asi como de las condiciones ambientales y composicion de la
comunidad microbiana autoctona.

Las tasas de biodegradacibn mas alta se han demostrado para los
hidrocarburos alifaticos, seguidos de los aromaticos de bajo peso molecular con
compuestos polares, mientras que los hidrocarburos aromaticos de alto peso
molecular presentan las tasas de biodegradacién méas bajas (Van Hamme et al.,
2003).

2.13 Factores que intervienen en la biorremediacion por bacterias

degradadoras de hidrocarburos aromaticos policiclicos

2.13.1 pH

Los microorganismos tienen un pH Optimo para el crecimiento en torno a 7, pero
son capaces de crecer en un rango de pH de 5 a 8. Sin embargo, en estudios de
biodegradacion varian los rangos de pH; las tasas de biodegradacion mas altas
suceden en condiciones ligeramente alcalinas (Saadoun y Al-Ghzawi, 2005), lo
anterior se debe a que las bacterias heterotrofas muestran un mejor desarrollo en
ambientes de un pH ambiental alcalino, ya que influye en el transporte de membrana
y las actividades enziméticas (Al-Hawash et al., 2018).Por su parte, Thavasi et al.,
(2007) demostraron que la mayor tasa de biodegradacibn de HAP por

Pseudomonas aeruginosa en agua, fue con la presencia de un pH neutro (7.0).
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Los rangos 6ptimos de pH suelen ser distintos y tienen efectos en la actividad
microbiana, degradacion, solubilizacion del contaminante y efectividad de los
biosurfactantes (Shin et al., 2004).

2.13.2 Salinidad

Las bacterias son capaces de tolerar ciertas concentraciones de NacCl, y asi llevar
a cabo el proceso de biodegradacién. En los ecosistemas marinos, las comunidades
microbianas autdctonas biodegradan de manera significativa en una concentracion
de 0.1 a 2 M de NacCl, sin embargo, en concentraciones muy altas (33-284 g/L), la

supervivencia de estas se ve afectada, disminuyendo el proceso (Mona et al, 2015).

Diaz et al., (2000) determinaron que la biodegradacion de los hidrocarburos es
mayor en salinidades bajas, y menor en concentraciones de NaCl mayores a las
gue se encuentran en el medio marino. Altas concentraciones de sal inhiben
directamente el metabolismo; pues un potencial osmaotico mayor altera la capacidad

de absorcion de iones, ya sea toxicos o esenciales (Qin et al., 2012)

2.13.3 Temperatura

La temperatura afecta directamente la estructura fisica y quimica de los
hidrocarburos, ademas de la fisiologia y diversidad bacteriana del medio marino.
Pantsyrnaya et al., (2011) mencionan que las tasas de biodegradacién mejoran con
temperaturas elevadas en el medio acuoso; al aumentar la solubilidad y tasa de

transferencia de masa de los hidrocarburos.

Se ha descrito que la disminucién de la temperatura afecta la actividad enzimatica

y metabdlica de los microorganismos (Das y Chandran,2011).

Si bien la biodegradacion de hidrocarburos ocurre en diferentes rangos de
temperatura, se ha descrito que la temperatura 6ptima para ambientes marinos es
de 15a 20° C, y de 20 a 30 °C para ambientes de agua de dulce (Mona et al., 2015).
Temperaturas mayores a las 6ptimas suelen ser necesarias para la biodegradacion
de hidrocarburos de alto peso molecular. Sin embargo, se determiné que por encima
de los 30 o 40°C el efecto toxico de la membrana de los contaminantes inhibe la
supervivencia de los microorganismos (Mona et al., 2015).
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3.Justificacion

En México sufre de contaminacion cronica por hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP), debido a altas concentraciones de estos compuestos en zonas costeras
industrializadas Los hidrocarburos de 2 y 3 anillos arométicos son contaminantes
abundantes en el medio acuético. El fenantreno es un HAP mayormente detectado
en sitios contaminados con hidrocarburos.

Las playas del Golfo Mexicano son sitios gravemente impactados. Lo cual es
alarmante, debido a que el fenantreno se adsorbe facilmente a los sedimentos de
las aguas costeras, lo que contribuye a su extension y acumulacion en estos sitios
afectados.

Los derrames de petréleo aumentaron considerablemente del 2018 al 2021, lo que
origina que el fenantreno se encuentre ampliamente distribuido y concentrado. Si
bien el origen de este compuesto tiene mdultiples factores, la industria petrolera es
el principal actor. Seguido del turismo, la urbanizacion, la pesca y actividades
maritimas y portuarias.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, es relevante proponer una alternativa acorde
con el equilibrio ambiental que contribuya a la biotransformacion de FNN en sitios
contaminados. Las bacterias productoras de biosurfactantes (BS) representan una
opcién viable para promover la biodegradacion de fenantreno en medios acuosos.
En el laboratorio de Edafologia y Ambiente de la Facultad de Ciencias de la UAEM
se cuenta con un cepario de bacterias productoras de BS, las cuales son capaces
de crecer y producir BS con sustratos hidrofébicos (glicerol y aceite usado de
cocina).

Los biosurfactantes son de gran utilidad en estudios de biorremediacion ya que
tienen una gran aplicacion al ser utilizados para mejorar la solubilidad de los
hidrocarburos, aumentar la hidrofobicidad de la pared celular microbiana y mejorar
la interaccion sustrato hidrofébico - bacteria. Lo que promueve la tasa de
biodegradacion de estos compuestos. Es por ello que se plantea evaluar la
capacidad de tres cepas bacterianas productoras de BS de biotransformar y

biodegradar FNN en condiciones in vitro.
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4 Hipotesis

Las cepas bacterianas productoras de biosurfactantes son capaces de
biotransformar y biodegradar fenantreno como uUnica fuente de carbono y en
cometabolismo con la glucosa. El cometabolismo con glucosa promovera un mayor

crecimiento bacteriano y en consecuencia una mayor tasa de biodegradacion.
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5.0bjetivos
5.1 General

e Evaluar la capacidad de cepas bacterianas productoras de biosurfactantes
para biotransformar y biodegradar fenantreno, a través de cinéticas en medio

liguido, como medio de restauracion de ambientes acuéticos contaminados.

5.2 Especificos

e Comparar la tasa de crecimiento de tres cepas bacterianas productoras de
biosurfactantes en medio liquido con fenantreno como Unica fuente de
carbono y en cometabolismo con la glucosa.

e Evaluar la biotransformacion y tasa de biodegradacion de fenantreno por tres
cepas bacterianas productoras de biosurfactantes en medio liquido con éste
como Unica fuente de carbono y con la adicion de glucosa.

e Analizar los metabolitos producidos durante la biotransformacion de
fenantreno en cinéticas en medio liquido, por tres cepas bacterianas

productoras de biosurfactantes.
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6. Materiales y métodos

6.1 Material biologico

Las cepas bacterianas 2, 2214 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 utilizadas
en este estudio son parte del cepario de bacterias productoras de biosurfactantes
(BS) del laboratorio de Edafologia y Ambiente de la Facultad de Ciencias, UAEMéx,
aisladas de un proceso de digestion anaerobia y del cepario proporcionado por el
Dr. Arnoldo Wong del area de Biotecnologia de la Universidad Tecnoldgica de la

Selva, aisladas de la rizosfera de pifion (Wong- Villarreal et al., 2016).

6.2 Materiales y reactivos
Se uso6 fenantreno (FNN) grado técnico (90%) con 10 % de antraceno, marca

Fluka™.
Todos los demas reactivos, sales minerales y solventes fueron de grado analitico.

Los medios de cultivo y materiales se esterilizaron en autoclave por 15 min a 121
°Cy 15 Ib/ plg?.

6.3 Composicion de los medios de cultivo

6.3.1 Agar Nutritivo (AN)
En la Tabla 5 se muestra la composicion del AN utilizado para sembrar las cepas
bacterianas, describir morfologia macroscoépica y obtener biomasa microbiana para

ensayos posteriores.

Tabla 5. Composicién del agar nutritivo (AN).

Reactivo g/L
Peptona 5
Extracto de carne 3
Agar 15

6.3.2 Caldo peptona extracto de levadura (PY)
La Tabla 6 muestra la composicion del medio liquido peptona-extracto de levadura

(Caldo PY). Este medio de cultivo se utilizé para la obtencién del in6culo bacteriano.
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Tabla 6. Composicion del Caldo PY.

Reactivo g/L
Peptona de caseina 5
Extracto de levadura 3
CaCl; 0.1
Glucosa 5

6.3.3 Medio liguido de sales minerales (MSM)

El medio liquido de sales minerales (MSM) fue utilizado para evaluar el crecimiento,
pH, biodegradacion y biotransformacion del fenantreno (FNN) en medio liquido, su
composicién se muestra en la Tabla 7. Se ajusté el pH del medio a 7.0 usando 1 N
de NaOH o 1 N de HCI segun fuera necesario. Se adicioné Tween 80, un surfactante
sintético que mejora la dispersion del hidrocarburo. El fenantreno (FNN) se afiadio
a partir de una solucion stock de fenantreno (50 mg/mL) preparada en etanol
absoluto. Para evaluar la remocion de fenantreno en presencia de glucosa, se

afadio glucosa al 1%.

Tabla 7. Composicion del medio de sales minerales (MSM) (Modificado de Henry et
al., 2011).

Reactivo g/L
KH2PO4 0.7
NaHPO4 0.9
Extracto de 1
levadura
CaCl2 0.2
MgSOg4 0.4
Tween 80 0.05 %
Fenantreno 0.25

Glucosa 1
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6.3.4 Agar solido de sales minerales (MM2)

Se utilizé el medio agar de sales minerales (MM2) para detectar la capacidad de las
cepas 2, 2214 y P. aeruginosa ATCC 27853 de utilizar fenantreno (FNN) como Unica
fuente de carbono en medio sélido. Como fuente de nitrdgeno se utilizé sulfato de
amonio.

Tabla 8. Composicion del agar de sales minerales (MM2) (Reddy et al., 2010).

Reactivo g/L
(NHa) 2 SO4 2.37
FeSO4 *7TH20 0.00027
CaClz* 2 H20 0.0147
MgSO. -7H,0 0.24
NacCl 0.49
NazHPO4 141
KH2PO4 1.36
Agar bacteriolégico 15
Fenantreno 0.25

El FeSO4 y el CaCl. se afiadieron a partir de soluciones stock de cada compuesto.
Para ello se disolvieron 50 mg de cada uno en 10 ml de agua y se afiadieron los

microlitros necesarios al medio de cultivo.

6.4 Reactivacién del material biolégico

Se realizaron resiembras de las tres cepas bacterianas productoras de
biosurfactantes (BS) por estria cruzada, en cajas Petri con agar nutritivo, con la
finalidad de contar con cepas de 24 h. Luego se llevdé a cabo la descripcion
morfologica y microscépica bacteriana, el ensayo en medio solido con fenantreno

(FNN), al igual que las cinéticas en medio liquido de sales minerales (MSM).

6.4.1 Procedimiento de reactivacion en agar nutritivo.
Para la reactivacion de las cepas bacterias se empleé el agar nutritivo comercial

Condalab ©, previamente esterilizado en autoclave (121°C y 15 Ib/pul®> durante 15
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min). Las tres cepas productoras de biosurfactantes (BS), se incubaron a 30°C
durante 24 h.

6.5 Descripcion de la morfologia colonial y microscépica bacteriana

6.5.1 Morfologia colonial
La descripcion de la morfologia colonial se llevdo a cabo con la finalidad de

diferenciar a las bacterias de acuerdo con las caracteristicas de las colonias de
crecimiento. De esta manera, se resembraron por estria cruzada las cepas 2, 2214
y P. aeruginosa ATTC 27853 en agar nutritivo y se incubaron durante 24 ha 30 ° C.
Se describié el tamafio, color, forma, borde, elevacion, consistencia, luz transmitida

y brillo de las colonias de cada cepa.

6.5.2 Morfologia microscépica por medio de Tincion Gram

Se tomo6 biomasa de una colonia con un asa de siembra de cada una de las tres
cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) previamente sembradas en
agar nutritivo y se realizé la tincion de Gram de acuerdo al método de Beveridge
(2001).

Las muestras se observaron a través de un microscopio 6ptico Zeiss™ con los

aumentos 4x, 10x, 40x y 100x.

6.6 Ensayo en medio sélido para estudiar el crecimiento con fenantreno como
unica fuente de carbono

El estudio se realizé de acuerdo con lo reportado por Reddy et al., (2010). Una
asada de la colonia de las cepas crecidas en agar nutritivo se sembré en matraces
Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml de MSM con fenantreno (0.25 g/L) y se incubaron
por 24 h a 30 ° C. Luego, se cosecho biomasa del medio, en condiciones de
esterilidad para la obtencidén del inoculo bacteriano. El cultivo se centrifugé a 10 000
rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se decant6 el sobrenadante y se afiadio
solucion salina estéril al 0.85%. Se midid la biomasa a 600 nm en el
espectrofotometro y se ajusté la absorbancia a 0.3 UA. Posteriormente se tomaron
75 uL del in6culo y se adicionaron a placas con agar solido de sales minerales

(MM2) con fenantreno previamente afiadido.

37



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

El FNN se afadi6 al agar MM2 por medio de tres técnicas: 1) dispersor, 2) top agar
y 3) varilla de vidrio. Lo anterior, con la intencion de evaluar el efecto de la adicion
de fenantreno a un medio acuoso, asi como de la disponibilidad de éste para los

microorganismaos.

6.6.1 Técnica del dispersor
Se rocié una solucion etandlica de fenantreno (FNN) estéril (0.25 g/L), con ayuda

de un dispersor en la placa de agar soélido de sales minerales (MM2). El etanol se
dej6 evaporar por reposo en las placas dejando una fina capa de fenantreno (FNN)
en la superficie del medio.

6.6.2 Técnica Top Agar

Se afiadieron 100 pL de una solucion etandlica de fenantreno estéril (0.25 g/L) a
tubos de ensayo estériles que contenian 3 mL de MM2 previamente fundido. El
contenido del tubo de ensayo se homogeneiz6 con un vortéx y en condiciones de
esterilidad, se verti6 de manera uniforme sobre placas de agar MM2, se esperé
hasta solidificar para afiadir la biomasa bacteriana.

6.6.3 Técnica Varilla de Vidrio
Con una varilla de vidrio se dispersaron 100 uL de una solucién etandlica de
fenantreno (0.25 g/L) estéril, sobre la placa de agar MM2. El etanol se evaporo

dejando una capa fina de fenantreno (FNN).

Cada cepa bacteriana se inocul6 5 veces por placa de agar MM2 para cada técnica
de las antes mencionadas, haciéndolo por duplicado. Las placas fueron incubadas
por 8 dias a 30 °C. Las cepas capaces de crecer con fenantreno como Unica fuente
de carbono forman zonas claras alrededor de donde se sembré la bacteria (Reddy
et al., 2010).

6.7 Produccion del in6culo bacteriano

La cepa 2, cepa 2214 y P. aeruginosa ATCC 27853 se reactivaron en agar nutritivo
comercial Condalab©, de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.
Después se colectd biomasa de una colonia bacteriana con asa de siembra y se

inoculé en matraces de 125 mL con 50 mL de caldo PY y se incubé durante 24 h a
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30°C. Para cosechar la biomasa, en condiciones de esterilidad, el cultivo se
centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente se decanto el
sobrenadante y se afiadié solucion salina estéril al 0.85%. Se midi6 la biomasa a
600 nm en el espectrofotdbmetro y se ajusté la absorbancia a 0.2 UA para tener una

carga bacteriana de 1x10% UFC/ml.

6.8 Disefio experimental para las cinéticas en medio liquido con FNN
Las cinéticas en medio liquido se llevaron a cabo con cada una de las tres cepas
bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) y con el medio de cultivo de sales

minerales (MSM), sin biomasa, como control negativo.

El disefio experimental fue completamente aleatorio. Se trabajaron tres tratamientos
(Tabla 9). Cada uno con tres réplicas experimentales. De esta manera, para cada
tratamiento se monitoreo a las 0, 24, 48, 72 h, los siguientes parametros:
crecimiento bacteriano por densidad oOptica y pH del medio de cultivo, con tres

repeticiones analiticas cada uno.

Tabla 9. Tratamientos utilizados para evaluar el crecimiento y pH del medio de la
cepa 2, cepa 2214y P. aeruginosa ATCC 27853.

Tratamiento Descripcion
(MSM SIN FNN) Medio liquido de sales minerales *
(MSM+FNN) Medio liquido de sales minerales mas fenantreno (0.25
g/L)
(FNN+GLC) Medio liquido de sales minerales mas fenantreno (0.25
g/L) y glucosa (1 g/L)
CONTROL Medio liquido de sales minerales mas fenantreno (0.25
NEGATIVO g/L) sin adicion de microorganismos

* Se utilizé el MSM sin adiciéon fenantreno o glucosa como tratamiento para evaluar
lainfluencia del extracto de levadura (1g/L) como fuente extra de nitrogeno y minima

de carbono en el crecimiento de las bacterias
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6.8.1 Cuantificacion del crecimiento bacteriano en cinéticas en medio liquido
De acuerdo con el disefio experimental, las cinéticas de crecimiento bacteriano se
llevaron a cabo para cada uno de los tratamientos descritos anteriormente, con cada
una de las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS). Cada
tratamiento se ejecuté en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio
liguido de sales minerales (MSM) adicionado con fenantreno (FNN) marca Fluka™
a una concentracion de 0.25 g/L a partir de una solucién stock de fenantreno en

etanol, y glucosa (1 g/L) (apartado 6.3.3).

Los matraces fueron inoculados con 1 mL (2% v/v) del in6culo. Los ensayos se
realizaron por triplicado y se mantuvieron a 30 °C a 125 rpm en condiciones de
oscuridad, ya que el fenantreno es un compuesto que se degrada por efecto de la
luz (Shankar et al., 2019). El crecimiento por densidad 6ptica (DO) se evalu6 a 600

nm con un espectrofotometro Beckman Coulter™ a las 0, 24, 48,y 72 h.

6.8.2 Cuantificacion del pH del medio de cultivo

El pH del medio de cultivo se cuantifico para los tres tratamientos inoculados con
cada una de las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS), asi
como el control negativo (sin biomasa), con un potenciémetro Denver Instruments
™ alas 0, 24, 48, 72 h. El pH del medio se evalu6 porque es un factor determinante

en la produccién de los biosurfactantes (BS) (Souza et al., 2014)

6.8.3 Biotransformacién y biodegradacion del FNN durante cinéticas de
crecimiento.

La biotransformacion y biodegradacion del fenantreno se determinaron mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) fase reversa en el laboratorio de

Ingenieria Metabdlica del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN.

El fenantreno residual y posibles metabolitos fueron analizados durante las cinéticas
de crecimiento en el medio liquido en dos tratamientos (Tabla 10). Durante cada
punto de evaluacion de las cinéticas en medio liquido se sacrificaron 3 unidades

experimentales.
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Tabla 10. Tratamientos utilizados para evaluar la biotransformacion vy
biodegradacion del fenantreno (FNN) de la cepa 2, cepa 2214y P. aeruginosa ATCC
27853.

Tratamiento Descripcion
(MSM+FNN) Medio liquido de sales minerales mas fenantreno
(FNN+GLC) Medio liquido de sales minerales mas fenantreno y
glucosa.
Control Medios de sales minerales méas fenantreno (MSM+

FNN) y el medio de sales minerales mas fenantreno y

glucosa (FNN +GLC), sin adicion de microorganismos.

6.8.2.1 Construccion de la curva de calibracion de fenantreno (FNN)

La concentracion de fenantreno (FNN) residual se estimd utilizando una curva
estandar de valores conocidos de fenantreno comercial marca Fulka ™ (2 uM-80
pUM). Para ello, se disolvieron 1.78 mg de FNN en 10 mL de etanol absoluto, con la
finalidad de obtener una solucién stock de 1 mM de fenantreno. Posteriormente, a
partir de la solucion stock se llevaron a cabo las respectivas series de diluciones
utilizando etanol absoluto para obtener las concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8,10, 20,
30, 40, 60, 70 y 80 uM.

6.8.2.2 Extraccidn de fenantreno residual y posibles metabolitos.

El fenantreno (FNN) y sus metabolitos contenidos en la fase organica, se obtuvieron
con cloroformo (x3) en un embudo de separacion (1:1 solvente/medio de cultivo). El
residuo soélido se concentré a sequedad en un rotavapor Buchi B-490 a 50 °C,
conectado a una bomba de vacio. Luego se resuspendié en 1 mL de etanol absoluto
se almacené en viables de vidrio. Para el analisis por HPLC, se usaron diluciones
con etanol 1/1000 con respecto a la concentracion inicial de fenantreno (FNN).
6.8.2.3 Cuantificacion de fenantreno

Los extractos con el fenantreno (FNN) residual y los metabolitos por su

biotransformacion en los cultivos, fueron analizados espectrofotométricamente por
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HPLC-UV (Thermo Separation) utilizando una columna PRODIGY ODS2 18, de 250
x 4.6 mm, tamafio de particula de 5 pm y un loop de 20 pl. Las muestras fueron
eluidas con acido trifluoroacético 50uM (A) y acetonitrilo (B), utilizando el gradiente
de: 0-5 min 10% B; 5-10 min 20% B; 10-20 min 65% B; 20-30 min 80% B, y 30-40
min 95% B;40-50 min 10 % B.
Para la identificacion del fenantreno (FNN) y los posibles compuestos observados
en los cromatogramas, se usaron compuestos estandar de fenoles e hidrocarburos
poliaromaticos.
La cuantificacién de fenantreno (FNN) se obtuvo mediante una curva de calibracién
de fenantreno de 2 uM a 80 pM. Y se utilizo la siguiente férmula para determinar el
porcentaje de biodegradacion del fenantreno:

% Biodegradaciéon = (Ci — Cf)/Ci * 100
Donde:

Ci: concentracion inicial

Cf: concentracion final.

6.9 Analisis Estadistico

Para evaluar el crecimiento bacteriano y el pH de las bacterias productoras de
biosurfactantes (BS), se realiz6 un analisis de varianza de mudultiples factores
MANOVA (5% de significancia) y una prueba de rangos multiples LSD (95% de

confianza) con ayuda del software estadistico Statgraphics ™ Centurién.
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7.Resultados y discusion

7.1 Morfologia macroscdépica de las cepas bacterianas
Las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes crecidas en agar nutritivo

se caracterizan por ser colonias en forma circular de color beige (Figura 8).

Figura 8. Morfologia colonial bacteriana de las cepas bacterianas productoras de
biosurfactantes (BS): a) cepa 2214 b) P. aeruginosa ATCC 27853, c) cepa 2,
descrita en agar nutritivo incubadas por 24 h a 30 °C

La Tabla 11 muestra la descripcion de las caracteristicas (tamafio, color, forma,
borde, elevacion, consistencia, luz transmitida y brillo) correspondiente para cada
una de las cepas bacterianas.

Tabla 11. Descripcién de la morfologia macroscépica de las tres cepas bacterianas

productoras de biosurfactantes (BS).

Morfologia macroscopica bacteriana

Cepa 2 Cepa 2214 P. aeruginosa
ATCC 27853
Tamafno 2-3 mm 2-3 mm 2-3mm
Color Beige Beige Beige
Forma Circular Circular Circular
Borde Enteros Enteros Irregulares
Elevacion Plana/elevada Convexa Plana/elevada
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Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa
Luz transmitida Opaca Opaca Opaca
Brillo Brillante Brillante Brillante

7.2 Morfologia microscépica de las cepas bacterianas

Por medio de la Tincion Gram fue posible identificar que las tres cepas bacterianas
productoras de biosurfactantes (BS) corresponden a bacilos Gram negativos
(Figura 9).
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Figura 9. Morfologia microscépica bacteriana de las cepas bacterianas
productoras de biosurfactantes (BS) a) cepa 2 b) cepa 2214 (bacilos cortos) c) P.
aeruginosa ATCCC 27853 (aumento 100 x).

Existe mayor proporcion de microorganismos Gram Negativos degradadores de
HAP. Asalde y Enriquez (2016) reportan que el 83.55% de los microorganismos
degradadores de hidrocarburos corresponden a bacilos cortos Gram negativos,

mientras que el 16.45% de estos microorganismos son Gram positivos.

Microorganismos del género Pseudomonas son capaces de biodegradar gasolina,
keroseno y aceite, ademas de hidrocarburos. Dentro del género Pseudomonas se
pueden mencionar microorganismos productores biosurfactantes (BS) como P.
libanensis, P. alcaligenes. P. fluorescens, P.putida y P. koreensis que tienen amplia
aplicacion en la biorremediacion de sitios acuaticos contaminados con fenantreno
(Makkar et al., 2012).
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Pseudomonas aeruginosa, utilizada en este estudio corresponde a un bacilo gram
negativo (Figura 9), el cual es capaz de producir BS de tipo ramnolipido. P.
aeruginosa es uno de los microorganismos mayormente estudiado y aplicado en la

biodegradacion de fenantreno (FNN) (Souza et al., 2014)

7.3 Ensayo en medio sélido para estudiar el crecimiento con fenantreno como
unica fuente de carbono

Las cepas bacterianas no mostraron crecimiento en agar sélido MM2 con fenantreno
como Unica fuente de carbono, con ninguna de las tres técnicas utilizadas (Figura
10). En la placa Petri, no se presentaron zonas claras alrededor de donde se inocul6
el microorganismo (punto negro dentro de la placa Petri), posterior a los 8 dias de

incubacion.

Técnica del dispersor Técnica Top Agar Dispersion con varilla
de vidrio

Figura 10. Ensayo en agar sélido de sales minerales (MM2) con fenantreno (FNN)

como Unica fuente de carbono, con 8 dias de incubacién a 30 ° C.
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La Tabla 12, muestra la presencia o ausencia de crecimiento de las tres cepas
bacterianas en sélido de sales minerales (MM2), cuando se afiade el fenantreno a

través de las técnicas del dispersor, top agar y varilla de vidrio.

Tabla 12. Ensayo en medio sélido con fenantreno, para evaluar el crecimiento de

las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS).

Cepa Técnica
Dispersor Top Agar Varilla de Vidrio
Cepa 2 - - -
Cepa 2214 - - -

P. aeruginosa - - -
ATCC 27853

Donde: (+) Crecimiento, (-) Ausencia de crecimiento, (*) Presencia de halo o zona

clara alrededor de la colonia.

Lo anterior puede deberse posiblemente a que el agar mineral estaba saturando
con fenantreno (FNN) (Reddy et al.,2010). Ademas, el inéculo bacteriano pudo ser

insuficiente para la cantidad de fenantreno presente en el medio.
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7.4 Cinéticas de crecimiento en medio liquido de las cepas bacterianas.
La Figura 11 muestra el crecimiento por densidad éptica (DO) de las cepas 2,2214

y P. aeruginosa ATCC 27853 productoras de biosurfactantes (BS).
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Figura 11. Crecimiento por densidad oOptica (DO) de las cepas bacterianas
productoras de biosurfactantes (BS) en medio liquido de sales minerales sin
fenantreno (MSM SIN FNN), MSM mas fenantreno (0.25 g/L) (MSM+FNN), en MSM
mas fenantreno (0.25 g/L) y glucosa (1g/L) (FNN+GLC), y MSM con fenantreno sin

adicion de microorganismos (CONTROL).
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Las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) son capaces de
crecer con fenantreno como Unica fuente de carbono. Sin embargo, cuando se
afadié glucosa al medio liquido de sales minerales (MSM) con fenantreno, el

crecimiento de las tres cepas fue estadisticamente diferente (Tabla 13) (p<0.05).

Tabla 13. Andlisis estadistico del crecimiento de las tres cepas bacterianas

productoras de biosurfactantes (BS) en medio liquido bajo tres tratamientos.

Tratamiento Cepa Densidad Optica
Cepa 2 0.62+0.04B
MSM SIN FNN Cepa 2214 0.63+0.07B
P. aeruginosa ATCC 27853 0.63+0.02B
Cepa 2 0.58+0.108
MSM +ENN Cepa 2214 0.63+0.28
P. aeruginosa ATCC 27853 0.54+0.138
Cepa 2 0.97+0.00"
FNN+GLC Cepa 2214 0.95+0.00"
P. aeruginosa ATCC 27853 1.00+0.00"

*Letras diferentes denotan diferencias significativas por efecto el tratamiento.

Las cepas bacterianas 2, 2214 y P. aeruginosa ATCC27853 crecieron en el medio
liguido de sales minerales sin adicion de fenantreno o glucosa. El crecimiento es
exponencial a las 24 h de cultivo. El extracto de levadura presente en el medio de
cultivo (apartado 6.3.3) es una fuente de crecimiento que incrementa
significativamente la biomasa celular (Ma et al., 2012).

El crecimiento de las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) no
es estadisticamente diferente en el medio liquido de sales minerales con y sin
fenantreno (Tabla 13). Sin embargo, la Figura 11 muestra que las bacterias crecen
de manera exponencial hasta las 48 h de cultivo utilizando el fenantreno como Unica

fuente de carbono.

Tian et al., (2002) reportan que P. mendocina crece y utiliza eficientemente el
fenantreno en el medio de cultivo de sales minerales hasta las 48 h de cultivo.
Ademads, al evaluar el crecimiento de la bacteria con distintas concentraciones de
fenantreno, determinaron que 0.2 g/L de fenantreno en el medio de cultivo,

promueve un mayor crecimiento bacteriano.
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Durante la cinética de crecimiento en MSM con fenantreno, la cepa 2214 presenté
un crecimiento de 0.4 UA a las 24 h, el cual se duplica hasta 0.8 UA a las 48 h de
cultivo (Figura 11). Lo anterior concuerda con un estudio realizado por Reddy et
al., (2010). En este estudio, el crecimiento de la cepa Brevibacillus sp PDM-3
productora de biosurfactantes fue de 0.4 UA alas 24 hy 0.8 UA a las 30 h de cultivo,
en MSM con fenantreno (0.25 g/L).

La producciéon de biosurfactantes en la fase logaritmica temprana mejora la
solubilizacion del fenantreno y conduce a una mayor biodisponibilidad del
compuesto para las bacterias. La biodisponibilidad del hidrocarburo hace posible su

asimilacion-captacion como fuente de crecimiento para los microorganismos.

La literatura refiere que la tasa de crecimiento bacteriano y la tasa de utilizaciéon de
un unico sustrato que controla el crecimiento no es lineal. Los sustratos se utilizan
en tres partes; una para el crecimiento fisiolégico, otra para el mantenimiento y la

ultima para formacion de productos (Hou et al., 2018).

Por otro lado, la diferencia en el crecimiento de las cepas 2,2214 y P. aeruginosa
ATCC 27853 al afiadir glucosa al medio de cultivo, puede atribuirse a una diferencia
en la regulacion del metabolismo microbiano. Vandera et al., (2015), determinaron
gue la glucdlisis, gluconeogénesis y el ciclo de Krebs funcionan de manera diferente

en presencia de glucosa y de compuestos aromaticos.

En este trabajo, la adicién de glucosa (1g/L), promovié eficientemente el crecimiento
de las tres cepas bacterianas de BS. Sin embargo, Tao et al., (2007) determinaron
gue una concentracion de 0.5 g/L tenia un efecto inhibitorio en el crecimiento

bacteriano y promovia la acidificacion del medio de cultivo.

7.5 Medicion del pH del medio de cultivo.
La Figura 12 muestra el pH en el medio de cultivo de en qué crecieron las cepas 2,
2214 y P. aeruginosa ATCC 27853 productoras de biosurfactantes (BS).
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Figura 12. pH del medio de cultivo de las tres cepas bacterianas productoras de

biosurfactantes (BS) en medio liquido de sales minerales sin fenantreno (MSM SIN
FNN), en MSM mas fenantreno (0.25 g/L) (MSM+FNN), MSM mas fenantreno (0.25

g/L) y glucosa (1g/L)

(FNN+GLC), y MSM con fenantreno sin adicion de

microorganismos (CONTROL).

Las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) crecen en un medio

de cultivo con un pH neutro. Sin embargo, es posible observar en la Tabla 14 que,
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al afadir glucosa al medio de cultivo, el pH es estadisticamente diferente y mas

cercano a la neutralidad (p<0.5).

Tabla 14. Andlisis estadistico del pH del medio de cultivo de las tres cepas
bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) en medio liquido bajo tres

tratamientos.

Tratamiento Cepa pH

Cepa 2 7.34+0.21°
MSM SIN FNN Cepa 2214 7.24+0.187
P. aeruginosa 7.30+0.234

ATCC 27853
Cepa 2 7.03+0.03"B
MSM +FNN Cepa 2214 7.19+0.157B
P. aeruginosa 7.32+0.15”B

ATCC 27853
Cepa 2 7.03+0.008
FNN+GLC Cepa 2214 7.0620.008
P. aeruginosa 7.10+0.008

ATCC 27853

*Letras diferentes denotan diferencias significativas por efecto el tratamiento.

El pH es un factor que afecta la biotransformacion del fenantreno, interviene en la
actividad microbiana y en el transporte de los nutrientes. Wang et al., (2020)
mencionan que la tasa de biodegradacion aumenta con un pH neutro. La cepa
Diaphorobacter sp. mostré un Optimo crecimiento (0.4 UA) y una tasa de

biodegradacion del 98 % fenantreno en un pH de 7.0.

Los microorganismos se desarrollan en un rango de pH amplio. Sin embargo, un pH
ligeramente acido en el medio de cultivo tiene efectos negativos en el crecimiento

de la biomasa celular y degradacion del fenantreno (Tao et al.,2007)

Los microorganismos del género Pseudomonas son capaces de degradar del 92 al
94 % del fenantreno del medio, en un pH comprendido entre 6.0 y 8.0 (Ma et al.,
2012; Ma et al., 2018). Se sabe gue bacterias del género Pseudomonas sp. tolera
condiciones &cidas y alcalinas, sin embargo, Kuppusamy et al. (2016) reportan una

tasa de biodegradacion del 90% y 100% en un pH de 6.0 y 7.0, respectivamente.
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Yuan et al., (2001) mencionan que la temperatura y el pH éptimo para la
biodegradacion del fenantreno (FNN) en condiciones aerdbicas es de 30 °C y 7.0,
respectivamente. La tasa de crecimiento de la cepa M. vanbaalenii disminuyd un
50% en un pH de 6.5 en comparacion con un pH neutro o ligeramente alcalino. Sin
embargo, un pH acido mejoro la permeabilidad de la membrana y contribuy6 a una
mayor concentracion del sustrato hidrofébico en el citosol lo que a su vez, favorecio
la induccién de enzimas degradativas que contribuyen a un mayor porcentaje de
biodegradacion (Kim et al., 2005).

Ademas, Prabhu y Phale (2003) menciona que la biodegradacion del fenantreno se
ve disminuida debido a la separacién de fases de la emulsion formada por la

produccion de biosurfactantes en condiciones acidas.

7.6 Biodegradacion y biotransformacion de fenantreno

En la Tabla 15, se muestra el porcentaje de biodegradacion del fenantreno (FNN)
de las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) en el medio que
tenia fenantreno como Unica fuente de carbono y en cometabolismo con glucosa.

El valor que se muestra en la tabla, corresponde a un tiempo determinado.

Es posible observar que cuando el fenantreno (FNN) era la Unica fuente de carbono
presente en el medio la cepa 2 degrado un 28 % del fenantreno a las 72 h. Mientras
gue las cepas P. aeruginosa ATCC 27853 y la cepa 2214 biodegradaron el
hidrocarburo hasta un 32 % maximo en 72 h y 48 h, respectivamente. Por el
contrario, cuando se evalulo la biodegradacion en cometabolismo con glucosa, las
tres cepas biodegradaron el fenantreno en un 18 %, 12 % y 14 %, respectivamente

a las 24 h de tratamiento.
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Tabla 15. Porcentaje de biodegradacién del fenantreno por las cepas bacterianas
productoras de BS; cepa 2, cepa 2214, P. aeruginosa ATCC 27853 y el control

(medio sin adiciobn de microorganismos).

Cepa/ Tratamiento MSM + FNN FNN+GLC
Cepa 2 28% en72h 14 % en 24 h
Cepa 2214 32% en48h 18% en 24 h
P. aeruginosa ATCC 32%en72h 12% en 24 h
27853
Control 0% en 172 h 0% en 172 h

La biodegradacion del fenantreno (FNN) es coherente con el crecimiento. Con la
Figura 11, se puede notar que existe una relacion entre la tasa de biodegradacion
mas alta y el mayor crecimiento. La cepa 2214 biodegrado 32% de fenantreno a las
48 h de cultivo, cuando se evidencié mayor crecimiento bacteriano. Por otro lado,
cepa 2 y P. aeruginosa ATCC 27853 biodegradaron el 32%, durante la cinética de

crecimiento.

Se sabe que P. aeruginosa se adapta gradualmente a la presencia de fenantreno
(Jiaetal., 2019). Por lo que es probable que las tres cepas bacterianas cuenten con
diferencias metabdlicas. En diversos estudios se han utilizado gran variedad de
microrganismos capaces de biodegradar fenantreno en bajas y altas
concentraciones (desde 0.10 g/L hasta 0.3 g/L) como Unica fuente de carbono o en
cometabolismo con otros HAP u otros sustratos organicos como la glucosa, extracto
de levadura o de carne (Mallick et al., 2007; Nie et al.,2010; Lin et al., 2014; Mishra
et al., 2020)

Las cepas bacterianas productoras de BS utilizadas en el presente trabajo son
capaces de crecer y biodegradar fenantreno (FNN) como Unica fuente de carbono
y en cometabolismo con la glucosa. En la Tabla 15 se observa un porcentaje de

biodegradacion del 32% cuando el fenantreno (FNN) funciona como sustrato
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primario de crecimiento. Mientras que 18 % del fenantreno se degradd en presencia

glucosa en el medio de cultivo.

El Tween 80 y el extracto de levadura que se adicionaron al medio contribuyen a la
biodegradacion del fenantreno (Liu et al., 2017; Zhao et al.,2011). El surfactante
mejora la disponibilidad del fenantreno, mientras que al afiadir el extracto de
levadura (0.5 g/L) se promueve un mayor crecimiento microbiano (Yuan et al., 2001;
Chang et al., 2008).

Wang et al., (2020) mencionan que, la presencia de glucosa como fuente extra de
carbono mejora el crecimiento bacteriano. Sin embargo, no tiene efectos
significativos en la biodegradacion del fenantreno (FNN). Cuando el monosacarido
esta presente en el medio de cultivo, existe represién catabdlica de genes
implicados en la expresion de enzimas utilizadas en la degradacién de fenantreno
(Wang et al., 2020).

Vandera et al., (2015) demostraron que las bacterias cultivadas en cometabolismo
con glucosa no captan oxigeno eficientemente, ni muestran actividades enzimaticas
relacionas a la biodegradacion de fenantreno (FNN). Las enzimas implicadas en
vias de biodegradacion del FNN se inducen en presencia del hidrocarburo. Cuando
el fenantreno es la Unica fuente de carbono en el medio, existe mayor cantidad de
proteinas implicadas en procesos de transporte, oxidacion y respuesta al estrés.
Ademds, detectaron enzimas clave en la escision de anillos arométicos (di

oxigenasas, hidroxilasas y deshidrogenasas).

Por otro lado, existe mayor produccion de biosurfactantes (BS) cuando la fuente de
carbono es insoluble. Una vez producido el BS se facilita el contacto e interaccion
pared celular- hidrocarburo. Un aumento de la hidrofobicidad de la superficie celular
mejora el transporte de sustratos hidrofbicos al interior de la célula. (Deng et al.,
2010)

El medio de cultivo en el que crecieron los microorganismos era espumoso Yy
viscoso, tipico de microorganismos productores de BS (Prabhu y Phale, 2003) La
produccion del biosurfactante en el medio ocurre en la fase logaritmica de
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crecimiento. La actividad emulsificante comienza en la fase logaritmica temprana y
decae en la fase estacionaria. Por ello, en esta etapa ocurre un aumento en la
hidrofobicidad de la superficie celular bacteriana y se da una mayor asimilacién del
fenantreno (Kaczorek et al., 2018), lo que contribuye de manera directa en la

biodegradacion del hidrocarburo.

Los biosurfactantes excretados por los microorganismos se unen a la superficie
celular a través de regiones hidrofilicas, exponiendo la parte hidrofébica al exterior,
lo que da lugar a un aumento en la hidrofobicidad de la pared celular (Deng et al.,
2010).

Coral y Karagoz (2005), determinaron un rapido decremento de la concentracion
inicial de fenantreno (500 mg/L) debido a una buena asimilacién del compuesto y
rapida adsorcion del fenantreno en la pared celular bacteriana, que pudo deberse a

un aumento en la hidrofobicidad de la misma.

Los genes degradativos del fenantreno se localizan en el cromosoma o en
plasmidos bacterianos. El género Pseudomonas degrada el fenantreno a través de
los plasmidos NAH7 y NAH7-LIKE, que codifican enzimas especificas de las rutas

catabdlicas del hidrocarburo (Coral y Karagoz, 2005).

7.6.1 Biotransformacion del fenantreno
La Figura 13 muestra el espectro del fenantreno (FNN) en el extracto libre de células

extraido con cloroformo (apartado 6.7.1.1) y analizado con HPLC de fase reversa.
El FNN se evidencié en el equipo a una longitud UV de 250 nm y tiene un tiempo de
retencién (RT) de 31.05 min.
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Lambda Lambda Lambda

Component Name RT{min) Maich Max 1 Max2 Max3
Selected Scan 31.050 NA 25 210 22
FNNS 31050 999569 250 210 22
Dibenzanttwace 7644 994026 250 210 22
PhenanireneCl 877 990507 1 an 24

Figura 13. Espectro del fenantreno detectado en el extracto libre de células de los

dos tratamientos, a través del analisis en HPLC de fase reversa.

A continuacién, se muestran los cromatogramas obtenidos del andlisis
espectrofotométrico HPLC-UV (Thermo Separation), donde es posible observar el
pico correspondiente al fenantreno a los 31.05 min. La Figura 14 corresponde a los
cromatogramas obtenidos del control negativo (sin adicion de microorganismos),
donde no se observa un cambio significativo en la altura del pico o el area bajo la
curva correspondiente al fenantreno a las 0 hy 172 h posteriores para cada uno de
los dos tratamientos. Por lo que es posible atribuir la biodegradacion del
hidrocarburo a la accion microbiana.

— 500 Control abiético, 172h, FNN+GL ==
Control abiético, 172h, MSM+FNN d
c 4 — Control abiotico, Oh, FNN+GLC s
Control abiético, Oh, P{ISMSLTSIN Etanol absolut

Figura 14. Cromatogramas del fenantreno presente en el MSM con fenantreno
(MSM+FNN) y en el medio con fenantreno mas glucosa (FNN+GLC) sin adicién de

biomasa (control abidtico).
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En la Figura 15 se presentan los cromatogramas del fenantreno en el medio liquido
de sales minerales con fenantreno y glucosa (FNN+GLC). De color azul se muestra
el control negativo, comparado con el pico de color verde que representa la
concentracion del fenantreno a las 0 h de cultivo. De color rosa se evidencia el pico
de fenantreno a las 24 h posteriores de cultivo de cada de las tres cepas bacterianas

productoras de biosurfactantes (BS).

Cepa 2,24 h,FNN+GLC w
300 Cepa 2,0 h,FNN+GLC ww
Control abiotico, FNN+GLC ===

i ljh

s [ 5 2 P ) % ) % E)
Minutos

Cepa 2214, 24 h, FNN+GLC w
Cepa 2214, 0 h, FNN+GLC ===
Cpntrol abiético, FNN+GLC w==

Minutos

P.aeruginosa ATCC 27853, 24h, FNN+GLC===
P.aerugindsa ATCC 27853, Oh, FNN+GLC s
Control abiotico, FNN+GLC w=

Minutos
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Figura 15. Cromatogramas del fenantreno presente en el medio liquido de sales

minerales con fenantreno y glucosa (FNN+GLC) de las cepas 2, 2214y P.

aeruginosa ATCC 27853 productoras de biosurfactantes (BS).

La Figura 16 muestra los cromatogramas del fenantreno presente en el medio de

cultivo con fenantreno como uUnica fuente de carbono (MSM + FNN) donde se

inocularon las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS).

mY or mAU

Cepa 2, 0 h,MSM+FNN s
Cepa 2,72 h, MSM+FNN ==

L

Cepa 2214, 48 h, MSM+FNN
Cepa 2214, 24h, MSM+FNN s
Cepa 2214, Oh, MSM+FNN ==
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P. aeruginosa ATCC 27853, 0h, MSM#FNN ==
500 Paeruginosa ATCC 27853, 24 h, MSM+FNN ===
P. aeruginosa ATCC 27853, 72 h, MSM+FNN

mY or mAU

: |
. / —

5 10 15 E ] > 30 35 40 %

Minutos

Figura 16. Cromatogramas del fenantreno presente en el medio liquido de sales
minerales con fenantreno (MSM + FNN) de las cepas 2, 2214 y P. aeruginosa
ATCC 27853 productoras de biosurfactantes (BS).

La Cromatografia Liquida de alta Resolucion (HPLC) es una técnica invaluable para
determinar la concentracion de fenantreno e intermediarios metabodlicos en la

biodegradacion de fenantreno.

Los intermediarios metabdlicos mas comunes de la biodegradacién del fenantreno
son fenoles y catecoles. Segun los estudios, una extraccion acida de los
intermediarios metabdlicos resulta ser mas efectiva. La acidificacion del medio
permite encontrar alrededor de 2 0o 3 compuestos mas que una extraccion neutral
(Kim et al., 2005; Wang et al., 2020)

Los intermediarios metabdlicos mayormente encontrados con una extraccion acida
son compuestos hidroxilados: 2-dihidroxyacenaftaleno, 2-isopropil-5-metilfenol, 1,2-
dihidroxinaftaleno,1-metoxi-2-hidroxi ~ fenantreno,  1,2-dimetoxi  fenantreno,
fenantreni-trans-9-10 dihidriol, e 1-hidroxy-2 acido naftoico (1H2N) (Kim et al.,
2005; Ma et al., 2012; Wang et al., 2020).

La acumulacién del intermediario metabdlico 1-hidroxi-2 acido naftoico (1H2N) y
compuestos fendlicos es caracteristico de cultivos puros o mixtos con fenantreno.
El 1H2N es un metabolito que se encuentra en altas concentraciones en las
primeras 24 h de cultivo, y disminuye transcurridas 120 h (Tao et al.,2007). Sin

embargo, la acumulacion de diferentes metabolitos, depende los componentes

59



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

degradadores, maquinaria genética, condiciones de cultivo y cepa utilizada (Tian et
al., 2002).

La produccion de intermediarios metabdlicos durante la biodegradacion de
fenantreno surge del ataque enzimatico de las regiones bahia y K del hidrocarburo.
Reacciones de oxidacion en estas regiones culminan en la formacion de
compuestos metabolizables como el acido ftalico. Contrariamente, cuando se
oxidan otras regiones de la molécula, se originan compuestos téxicos no

metabolizables (Stingley et al., 2004).

La oxigenacion inicial en el carbono 1y 2 de la molécula de fenantreno, es una via
menor de degradacion. Cis-1-2- dihidroxifenantreno es un intermediario encontrado
en menor concentracion que surge de la biodegradacién por cepas deficientes en la

actividad dihidriol deshidrogenasa (Pinyakong et al., 2000).

El 1-naftol es un compuesto intermediario que se origina por la hidroxilacion del
carbono uno y dos de la molécula de fenantreno. Tao et al., (2007) reportan que
Sphingomonas sp. GY2B disminuy0 su crecimiento al aumentar la concentracion de
este compuesto. Contrariamente, la presencia de 1-hidroxi-2 acido naftoico mejora

el crecimiento y el metabolismo del fenantreno.

Una de las dos rutas de degradacion del fenantreno por Pseudomonas, incluye el
metabolismo de 1H2N en acido salicilico (Prabhu y Pale,2003). El acido salicilico es
un intermediario metabdlico que se degrada facilmente para promover el

crecimiento bacteriano.

En la extraccion de metabolitos de las primeras horas de cultivo de Pseudomonas
con fenantreno, el 1H2N es uno de los compuestos mas prevalentes. Mientras que

en cultivos tardios se detecta el salicilato (Prabhu y Pale,2003).

En el presente trabajo se evidencio el crecimiento bacteriano por un cambio de color
de incoloro a amarillo. Coral y Karagoz (2005) mencionan que el cambio de color se
atribuye a la acumulaciéon de intermediarios metabdlicos, particularmente el 1-

hidroxi-2 acido naftoico.
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Los metabolitos producidos durante la degradacion del fenantreno se encuentran
en el citosol o pueden ser excretados al medio de cultivo, algunos de estos resultan
ser toxicos (Kim et al., 2005; Tao et al.,2007).

La biodegradacion y biotransformacion del fenantreno esté fuertemente regulada
por la maquinaria genética, la actividad enzimética y las rutas catabdlicas

involucradas durante el metabolismo del hidrocarburo.
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8. Conclusiones

Las tres cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) cultivadas
en medio liquido con fenantreno son capaces de crecer en presencia de este

hidrocarburo como Unica fuente de carbono y en cometabolismo con glucosa.

La adicién de glucosa al medio de cultivo beneficia el crecimiento de las
cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas productoras de biosurfactantes (BS) biodegradaron

32% del fenantreno presente como Unica fuente de carbono.

El porcentaje de biodegradacion del fenantreno en cometabolismo con

glucosa fue de 18%.

La cepa 2214 biodegradd 32% del fenantreno del medio de cultivo en un
lapso de tiempo menor que la cepa 2 y P. aeruginosa ATCC 27853.

El pH del medio de cultivo donde crecieron las cepas bacterianas productoras
de biosurfactantes fue neutro. Este pH contribuyé al crecimiento y la

biodegradacion del fenantreno.
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11.Anexos

Curva de calibracion del fenantreno (FNN)
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Anexo 1. Curva de calibracion del fenantreno (FNN).
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Anexo 2. Cromatograma del fenantreno a partir de la curva de calibracién.
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Anexo 3. Cromatograma del fenantreno a partir de la curva de calibracion.



