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Resumen
Los contaminantes emergentes representan un peligro para el ecosistema, las plantas de tratamiento de aguas residuales
no los procesan eficientemente y remanecen en los cuerpos de agua, ademas no existen legislaciones ni normativas que
regulen su uso, estos compuestos son llamados contaminantes emergentes, el naproxeno sédico pertenece a ellos. Ante
esta problematica, el uso de microorganismos en los procesos de biorremediacién es una posible solucién. El objetivo
fue generar un cepario, del cual se seleccionaron y aislaron cepas del género Pseudomonas. Posteriormente se
seleccionaron 4 de las 40 cepas originales que presentaron fluorescencia en medio King B. Las cepas fueron inoculadas
en medio minimo mineral (MM9) con una concentracion inicial de 0.3 mM de naproxeno sodico como Unica fuente de
carbono, se cuantificaron las UFC/ml en los tiempos de crecimiento de 0 y 24 horas de los indculos. Las cepas Ps7,
A10, Ps12 crecieron bajo estas condiciones y seran utilizadas para los procesos de adaptacion posteriores hasta alcanzar
concentraciones mayores de 1-2 mM de naproxeno sodico. En conclusion, se logré el crecimiento de las cepas
seleccionadas como posibles Pseudomonas en un medio de cultivo restringido utilizando al naproxeno sédico como
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Unica fuente de carbono, cuantificando el aumento de las UFC/mL en 3 de las 4 cepas evaluadas.
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Introduccion

Dentro de la gravedad de la contaminacion ambiental de la
gue ya se tiene conocimiento, se encuentran los riesgos que
existen al usar aguas procesadas con porcentajes de
contaminantes aun presentes [1]. Las plantas de depuracion
de aguas residuales convencionales no son eficientes para la
remocién de nuevos contaminantes, como los farmacos, las
hormonas, los microplasticos, los nanomateriales, entre otros
compuestos, que no se consideran dentro de los procesos de
tratamiento del agua, y por lo tanto remanecen en ella,
entrando en el ciclo del agua del ecosistema [2].

Los compuestos anteriores son conocidos como
contaminantes emergentes, los cuales comprenden
compuestos quimicos que representan un peligro potencial
para la salud humana y el medioambiente [1]. La presencia
de estos contaminantes en sistemas acudticos era
desconocida hasta hace unos afios, por lo tanto, no se
preveian las consecuencias de su aparicion a mayor escala,
estos compuestos han sido detectados en concentraciones de
nanogramos sobre litro (ng/L) y microgramos sobre litro
(mg/L) lo que hace necesaria una pronta regulacion que
limite la descarga final de estos compuestos [2].

Dentro de estos efectos podemos encontrar dafio directo al
sistema inmune, pérdida de peso, crecimiento y cambios en
los hébitos alimenticios de algunos organismos acuéticos por
su ingesta, a causa de su capacidad biocacumulable. La
reduccion de fecundidad en algunas especies de peces, 0 en
el ser humano, la afectacién a 6rganos y glandulas como la
tiroides, la prostata, los testiculos y causando resistencia
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bacteriana y microbiana son parte de consecuencias,
aumentando las incidencias de alergias, desarrollo de
tumores y alteraciones endocrinas [3].

En el estado de Puebla, el rio Atoyac posee compuestos
guimicos contaminantes dentro de su cauce, la mayoria son
compuestos volatiles, como benceno, cloroformo y cloruro
de vinilo, entre otros. Asimismo, en el rio Nexapa se han
identificado en sus aguas cafeina, diversos colorantes,
productos de cuidado personal, compuestos hormonales y
antinflamatorios no esteroideos como el naproxeno. Esto
afecta a mas de un millén de personas por su constante
exposicion siendo un potencial problema de salud publica.
[4], [5].

Los farmacos, en especial los Antiinflamatorios No
Esteroideos (AINEs), como los analgésicos y antipiréticos
gue reducen la fiebre, la inflamaci6n y alivian dolores, se
consideran como contaminantes emergentes. El naproxeno
se ha detectado en sistemas acuaticos y es considerado un
potencial disruptor hormonal en peces [2].

Derivado de la pandemia de COVID-19, el consumo de
AINEs aumentd, el naproxeno sodico fue uno de los
farmacos mas empleados debido a que se comercializa en
venta libre, es decir, sin receta médica [6].

De acuerdo con el Instituto Mexicano de Tecnologia del
Agua (IMTA) el naproxeno sodico ha afectado a diversos
cuerpos de agua ubicados en México, Colombia, Ecuador y
Brasil [1]. Niveles de naproxeno sédico como el reportado
en el agua en el Valle del Mezquital en el estado de Hidalgo
en México superan el 1 pg/L en el cause [4].
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Este compuesto presenta una vida en los ecosistemas que se
define como media-larga, pues perdura en él [4]. Debido al
escaso numero de investigaciones sobre el tema no existen
datos suficientes que determinen el tiempo preciso de vida,
por su estructura quimica es un compuesto inalterable
durante varios afios, lo cual representa su presencia en lagos,
rios, arroyos, e inquietantemente, en agua potable. Otra de
sus caracteristicas es que es bioacumulable, generando su
paso entre organismos a través de la cadena trdfica, lo cual
significa una mayor toxicidad durante el transcurso del
tiempo, incrementandose, aunque de igual manera estas
pequefias concentraciones representan un impacto grande en
la salud, principalmente si existe una exposicién cronica a
estas concentraciones [4].

La presencia del naproxeno tiene efectos toxicos en
organismos acuaticos causando alteraciones bioquimicas y
genéticas, estrés oxidativo, problemas endocrinos, inhibicién
del crecimiento, efectos mutagénicos y, teratogénicos,
efectos adversos en la fertilidad y en el sistema
inmunoldgico, sin embargo, sus efectos a largo plazo y
ecotoxicidad cronica, y las posibles afectaciones a la salud
humana no se han estudiado a fondo [5].

Dentro de las soluciones que se consideran para la
eliminacion de los contaminantes emergentes se encuentra la
biorremediacién. Este un proceso que usa diferentes
organismos ya sea plantas, levaduras, hongos, bacterias,
entre otros, para absorber, degradar o transformar
contaminantes para que su efecto en el medio ambiente sea
casi nulo. La biorremediacién bacteriana, como se puede
entender por su nombre, hace uso de bacterias para remediar
los sitios contaminados. Dentro de los microorganismos mas
estudiados para estos procesos se encuentran los géneros de
las Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Serratia, debido
a que cuentan con la capacidad de producir biosurfactantes
que aumentan la biodisponibilidad de los hidrocarburos en
suelo o agua para su degradacion [7].

El género Pseudomonas es posible encontrarlo habitando en
suelos y cuerpos de agua como lagos, rios, etc. Este género
Actta en el ciclo del carbono, del nitrégeno, la
biodegradaciéon y en la descomposicién de diversos
compuestos. También tienen una gran diversidad
metabdlica; contienen informacién genética para la
produccion de vias enzimaticas responsables de utilizar una
amplia gama de fuentes de carbono, las cuales le permiten
desarrollarse y tener un crecimiento 6ptimo. Asimismo,
tienen una gran tolerancia a condiciones ambientales
desfavorables, lo que las convierte en herramientas Utiles
para fines de biorremediacion [8]. Por ello, el objetivo del
proyecto es adaptar cepas aisladas del género Pseudomonas,
obtenidas de una muestra de composta casera, utilizando el
naproxeno sodico como su Unica fuente de carbono en el
medio de cultivo.

Metodologia

Aislamiento de cepas bacterianas del suelo de composta

Se colectd una muestra de 40 gramos de composta casera, la
cual se transport6 en tubos conicos estériles y se preservo a
4 °C hasta su uso. Se tom¢ 1 gramo de suelo de composta y
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se disolvio en 10 mL de agua destilada estéril. Se llevo a cabo
un aislamiento bacteriano en medios de cultivo
especializados.

Se hicieron diluciones seriadas con una concentracion de 10-
3 uL y se inocularon 100 pL en placas de medio de cultivo
Ashby, Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Glucosa-
Levadura-Extracto de Malta (GYM) por método de
extension, el proceso se realiz6 por triplicado, esto con el fin
de poder encontrar diversidad microbiana. Las placas fueron
incubadas a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, se conformo
un cepario de 39 aislados bacterianos. Las cepas se
resguardaron en 1mL de medio de cultivo Luria-Bertani
(LB) mas glicerol al 30% a —80 °C en un ultracongelador
Thermofisher del laboratorio de biologia molecular del IDIT
hasta su uso.

Las cepas congeladas se reactivaron para realizar nuevas
resiembras, la seleccion de los aislados del género
Pseudomonas se realizé mediante la inoculacién en medio
selectivo King B y LB con cloranfenicol (100 ug/mL) a 35 °
C por 24 horas.

Ensayos de adaptacion con naproxeno sodico como fuente
de carbono

Del cepario, se seleccionaron a los aislados nombrados como
Ps6, P7.1, P12 y A10.2 que fueron evaluadas en medio
minimo mineral (MM9) + 0.3 mM de naproxeno sodico
(SigmaAldrich Reagent 98-102%). Las cepas se inocularon
por separado en medio LB por 12 horas a 30 °C y 180 rpm.
A continuacidn, las células bacterianas fueron lavadas 3
veces con agua destilada estéril por centrifugacion a 3500
rpm por 8 minutos para retirar los residuos del medio. Las
cepas Ps6, P7.1, P12 y A10.2 fueron inoculadas en matraces
con 100 mL de MM9 + 0.3 mM de naproxeno sédico a 30
°C y 180 rpm. Se monitored el crecimiento de las cepas a las
0 y 24 horas, cuantificando las UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colonia) por el método de Goteo en Placa por
Sellado Masivo (GSPM) [8]. Las células fueron recuperadas
y cuantificadas en placas Petri MM9 + citrato (250 mM).

Resultados y Discusion

Identificacion y seleccion de las cepas bacterianas del
género Pseudomonas

A partir de un cepario de 40 aislados bacterianos obtenidos
del suelo de composta se seleccionaron 6 cepas
presuntamente del género Pseudomonas. Para este propdsito
se analizé la morfologia de cada cepa y la produccién de
pigmentos como la pioverdina en medio agar selectivo King
B, ademas de su resistencia al antibiético cloranfenicol. A
partir de la presencia de fluorescencia bajo luz UV,
caracteristica primordial de muchas especias de
Pseudomonas, se logré determinar la presencia de 6 posibles
cepas del género Pseudomonas (Tabla 1.). Posteriormente,
para las pruebas de adaptacion, inicamente se emplearon 4
de las 6 cepas que presentaron mayor luminiscencia y mejor
crecimiento en medio LB + cloranfenicol (100 pg/mL).
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Adaptacion de las cepas aisladas del género Pseudomonas
a naproxeno sodico como Unica fuente de carbono en el
medio

Se evaluaron 4 cepas identificadas microbiolégicamente
como parte del género bacteriano Pseudomonas, para saber
si las cepas podian utilizar el naproxeno sédico como parte
de su metabolismo catabolico se realizaron pruebas de
crecimiento de las bacterias en un medio de cultivo
restringido como el MM9, este medio solo posee sales y
minerales traza y al cudl es posible incorporar una fuente de
carbono especifica, en este caso, el naproxeno sédico. Previo
a la inoculacién, las cepas fueron crecidas en un pre inoculo
de LB a partir de una asada microbioldgica con la finalidad
de obtener biomasa bacteriana. Los lavados celulares con
agua se realizaron para retirar todo nutriente del medio LB y
evitar interferencias. Las 4 cepas de Pseudomonas fueron
inoculadas en 100 mL de MM9 + 0.3 mM de naproxeno
sodicoy se cuantificé el crecimiento de cada una a las 0 horas

y 24 horas. A partir de la cuantificacion de UFC/mL en placa
Petri realizadas por el método de GSPM [8], se comparo el
crecimiento de las cepas aisladas (Figura 1).

A las 24 horas posteriores de la inoculacion, la cepa Ps6
(figura 1b) no crecid y disminuy6 el nimero de UFC/mL con
respecto a las demas cepas evaluadas. Las tres cepas A10.2,
P7.1 y P12 demuestran tener tolerancia y posible uso del
naproxeno como su Unica fuente energética.

Se pudo comprobar que el crecimiento de la cepa A10.2
aumentd a 6.75 LogUFC/mL con respecto a la cuantificada
en el tiempo inicial que fue 5.79 LogUFC/mL; la cepa P7.1
aument6 de 6.47 LogUFC/mL en tiempo inicial a 6.58
LogUFC/mL; la cepa P12 aumentd el nimero de colonias,
cuantificandose al inicio 5.41 LogUFC/mL para llegar
finalmente a 6.69 LogUFC/mL a las 24 horas; por el
contrario, la cepa Ps6 decrecio, de 6.45 LogUFC/mL a las 0
horas a 6.22 LogUFC/mL en las 24 horas.

Tabla 1: Crecimiento de posibles bacterias del género Pseudomonas en placas de agar
King By su fluorescencia bajo la luz UV. Las flechas rojas indican los aislados del cepario
que presentan fluorescencia por la produccién del pigmento pioverdina.

Crecimiento de posibles

Posibles Pseudomonas bajo luz UV

Pseudomonas
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Crecimiento de posibles

Posibles Pseudomonas bajo luz UV

Pseudomonas
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Fig. 1. Crecimiento de las cepas aisladas del género
Pseudomonas en MM9 + naproxeno [0.3mM]
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Conclusiones, perspectivas y recomendaciones

A partir de una estandarizacion experimental se logré el
crecimiento de las cepas seleccionadas como posibles
Pseudomonas en un medio restringido y con una Unica fuente
de carbono no convencional en el metabolismo de estos
microorganismos.

Fue posible cuantificar el aumento de las UFC/mL en 3 de
las 4 cepas evaluadas, esto, es una aproximacion importante
para saber que estas bacterias pueden utilizar el naproxeno
sodico para su crecimiento en el medio, debido a que no
existe ningln otro compuesto que pueda ser metabolizado
para la obtencion de energia celular.

Estos experimentos realizados son el primer paso de
adaptacion en un sistema in vitro de cepas con capacidad de
degradar contaminantes emergentes sin utilizar co-
metabolismo, es decir, sin el uso de alguna fuente de carbono
primaria mas asimilable como la glucosa o el citrato.

Se realizaran posteriores ensayos aumentando gradualmente
la concentracion a 0.6, 1 y hasta 2 mM de naproxeno sodico
en los medios de cultivo para conocer el limite de
crecimiento de las cepas y su efectividad en la degradacion
del compuesto. Los siguientes ensayos de adaptacion se
realizardn mediante la re-inoculacion de las células crecidas
en MM9 + 0.3 mM de naproxeno sddico, las cudles fueron
guardadas a —80 °C en un ultracongelador Thermofisher en
1mL de medio de cultivo MM9 més glicerol al 30% para
mantener la presion selectiva de la primera adaptacion de las
tres cepas.
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