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Resumen

Los contaminantes emergentes (CE) plantean una amenaza al ecosistema ya que las plantas de tratamiento de aguas
residuales no estan disefiadas para eliminarlos eficazmente, aunado a esto hay una falta de legislacién y normativas para
regular su uso. El naproxeno sddico, ibuprofeno y cafeina son catalogados como contaminantes emergentes. Ante esta
problemética, el uso de microorganismos en los procesos de biorremediacion es una posible solucién. El objetivo fue
obtener aislados bacterianos del rio Chacamax. Se obtuvieron un total de 48 aislados, de los cuales en las pruebas de
tolerancia se seleccionaron 3, las cuales tuvieron mayor crecimiento en los tres contaminantes, denominadas como RC11,
RC12 y RC36. Posteriormente estas fueron inoculadas en medio minimo mineral (MM9) con una concentracion de 1 mM
de naproxeno sédico, ibuprofeno y cafeina como Unica fuente de carbono, donde se obtuvo crecimiento en los tres aislados
indicando que pueden consumir estos CE como unica fuente de carbono. Los resultados pueden contribuir a posteriores

investigaciones y proyectos que puedan beneficiar el estudio y andlisis de los tratamientos de aguas residuales.
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Introduccién

En las Ultimas décadas, se ha detectado la presencia en
cuerpos acudticos de una variedad de compuestos producidos
por la actividad humana, denominados como contaminantes
emergentes (CE), los cuales se han clasificado en diferentes
grupos: compuestos farmacéuticos, hormonas, productos de
cuidado personal, retardantes de llama, drogas, surfactantes,
PCP vy plastificantes [1]. El ingreso de estos compuestos en
los ecosistemas acudticos sucede a través de diversas vias,
que incluyen a las aguas residuales de origen domeéstico,
industrial, agricolas, asi como de los hospitales y laboratorios
[2]. Asimismo, no existen normativas internacionales ni
nacionales que indiquen los limites permisibles de CE en
cuerpos de agua. Ademas, los sistemas de tratamiento de
aguas residuales convencionales no estan disefiados para
eliminar a los CE con eficiencia debido a las propiedades
fisicoquimicas que poseen, lo que resulta en la descarga
dentro de los cuerpos de agua [3]. Como consecuencia los
CE pueden bioacumularse en las células y tejidos de la flora
y fauna, produciendo dafio a los organismos acuéticos,
afectando su comportamiento, el crecimiento y su
reproduccion [4]. La bioacumulacion de estos contaminantes
puede escalar a lo largo de la cadena tréfica, representando
un riesgo para la salud humana [5]. Uno de los grupos de CE
con mayor interés son los farmacos, principalmente, los
antiinflamatorios no esteroides (AINEs). Como el naproxeno
(Acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico, C14H1403) y el
ibuprofeno (acido (RS)-2-(4-isobutilfenil) propanoico,
C13H1802), que son utilizados de forma constante
anualmente debido a sus propiedades analgésicas,
antipiréticas y antiinflamatorias, ademas de su libre venta [6].
Estos compuestos, se combinan en ocasiones con la cafeina
(CsHioN4O2) como parte de tratamientos terapéuticos
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tradicionales contra artritis, problemas masculo esqueléticos
y en apoyo durante enfermedades infecciosas [7], la cafeina
también es parte de diferentes bebidas energéticas y es usado
como suplemento alimenticio. Una de las formas de desechos
de estos contaminantes es mediante la excrecion del cuerpo
humano, donde salen en forma de metabolitos secundarios.
Las investigaciones sobre metabolismos secundarios
provenientes de compuestos farmacéuticos no solo inciden
en los procesos de aguas residuales, sino que también sus
repercusiones en el medio ambiente carecen aln de
resultados concluyentes. Por ende, no se tiene certeza del
riesgo que impone su existencia en los ambientes acuéticos
[8]. En consecuencia, se han buscado alternativas
funcionales, una de ellas han sido las bacterias en los
procesos de depuracion de las aguas residuales. Que, a
diferencia de los procesos quimicos, las bacterias
comunmente no producen compuestos dafiinos como
producto de las reacciones metabdlicas. Estudios recientes
han descubierto que ciertas bacterias producen enzimas
especificas que descomponen sustancias quimicas complejas
en componentes mas simples para utilizarlos como fuentes
de carbono y energia para sus funciones vitales. Ademas,
tienen la capacidad de descomponer mdltiples tipos de
contaminantes, incluso si estos contaminantes no estan
presentes en su entorno natural; tal es el caso de Bacillus
thuringiensis B1(b2015) la cual fue aislada del suelo de una
fabrica en Polonia, donde incluso sin estar en contacto con
los AINES la bacteria poseian la capacidad de degradar
naproxeno e ibuprofeno [9]. Cabe recalcar que algunas
bacterias poseen la capacidad de consumir como Unica fuente
de carbono el contaminante emergente, ejemplificado por la
cepa Planococcus sp. S5. Que utiliza como monosustrato
(Unica fuente de carbono) el naproxeno [10]. Esto favorece
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debido a que algunas bacterias requieren cometabolitos a
menudo dependen de la presencia de esos nutrientes
adicionales (como fenol o glucosa) para cometabolizar y que
posiblemente no se encuentren en el medio ambiente,
representando la reduccidn de su eficiencia. Como resultado
a esto existe una mayor posibilidad de poder obtener
bacterias con capacidad degradante en ambientes
contaminados, ya que suelen ser ecosistemas dominados por
aquellos organismos capaces de utilizar o de sobrevivir a
compuestos toxicos [11]. En Meéxico los ecosistemas
acuaticos son contaminados constantemente debido al
vertimiento de aguas residuales sin tratamiento alguno [12],
tal es el caso del rio Chacamax. Este sistema forma parte de
la cuenca hidroldgica del rio Usumacinta, posee una longitud
de 15.g kilémetros y abarca los municipios de Palenque,
Catazaja, Salto de agua y La Libertad en el estado de Chiapas
[13]. Este rio es importante para estos municipios, ya que es
una fuente de agua para sus actividades diarias. Sin embargo,
existen descargas de aguas residuales principalmente
domesticas debido a la ineficiencia de las redes de
alcantarillados, asi como de las industrias cercanas [14]. Esta
situacion provoca una deficiencia en la calidad del agua, asi
como la pérdida de biodiversidad y la alteracion de las
cadenas troficas. En la actualidad no existen registros de
estudios que evallen en especifico la diversidad microbiana
presente o presencia de contaminantes emergentes en el rio
Chacamax.

Por lo cual el presente proyecto tiene como objetivo obtener
aislados bacterianos con la capacidad potencial para degradar
naproxeno sodico, ibuprofeno y cafeina en condiciones in
vitro.

Metodologia

Aislamiento microbiano de muestras de agua del rio
Chacamax

Se realiz6 un muestreo en el rio Chacamax, Chiapas en las
coordenadas: 17°30'00.7"N  91°57'42.5"W durante la
temporada de seca (mayo de 2023). Las muestras de agua con
sedimento se recolectaron en tubos falcon de 50 mL estériles
y transportadas en una hielera a 4°C en oscuridad hasta su
uso. El aislamiento de los microorganismos se realiz6
mediante diluciones seriadas (10 a 10®) e inoculadas por
extension en placas Petri con agar Luria Bertani (LB). Las
muestras fueron incubadas a 35°C durante 48 horas,
posteriormente, las bacterias fueron purificadas por la técnica
de sembrado por estriado cruzado en placas Petri con medio
agar LB hasta obtener un cepario axénico [15].

Identificacién microbioldgica por tincién de Gram

Los aislados obtenidos fueron caracterizados por tincién de
Gram. La observacion de las muestras fue hecha en un
microscopio Leica DM500 a 100x.

Crecimiento bacteriano en medio minimo mineral (MM9)
Los aislados axénicos fueron estriados en placas Petri con

medio minimo mineral (MM9) que tiene la siguiente

composicién por 1 L, contiene 1X sales M9, Na2zHPOa4 70 g;
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KH2PO4 30 g; NH4Cl 10 g, NaCl 5 g; 1 M MgSOa4 7H20; 6 g
FeCl2; y Goodies (trazos minerales). ElI medio de cultivo
MM?9 fue suplementado con 0.5 mM de cada compuesto por
separado (naproxeno sodico, ibuprofeno y cafeina) como la
Unica fuente de carbono. Las placas Petri con agar MM9
inoculadas con cada una de las bacterias fueron incubadas a
35 °C durante 48h.

Identificacion bioquimica de aislados bacterianos

Se realizaron seis pruebas bioquimicas para los aislados
bacterianos con mayor crecimiento en las placas de MM9
con cada compuesto (naproxeno sodico, ibuprofeno y
cafeina); las pruebas bioquimicas realizadas fueron agar
triple azlcar - hierro (TSI), agar McConkey, agar MIO, agar
Citrato de Simmons, ensayo catalasa y oxidasa. Cada una de
las pruebas fueron hechas por triplicado para los aislados
bacterianos seleccionados. Las placas Petri con agar
McConkey y Citrato de Simmons fueron inoculadas por
estriado cruzado; los tubos de ensayo contenian 5 mL de TSI
en posicion inclinada y fueron inoculadas mediante una
asada microbioldgica con cada aislado bacteriano en la
superficie del agar desde la parte inferior a la superior; los
tubos de ensayo con 5 mL de agar MIO se inocularon con
una asada microbiolégica por picadura en el agar semisolido;
el ensayo de la enzima oxidasa se realizé con el kit de la
marca Sigma Aldrich, se realizé un frotis bacteriano en el
disco de la prueba y se humedecié con agua destilada estéril.
Finalmente, para la prueba de enzima catalasa se aplic6 una
gota de H>0: al 3% sobre un frotis de cada bacteria en un
portaobjeto.

Curvas de crecimiento de los aislados bacterianos

Se prepararon in6culos bacterianos en tubos falcén de 50
mL con 10 mL de medio de cultivo liquido LB y se pusieron
en incubacién con agitacion a 180 rpm durante 24 horas.
Posteriormente, se realizaron lavados celulares a 5000 rpm
por 10 minutos con agua destilada estéril para eliminar
residuos del medio de cultivo original, el proceso se realizo
3 veces [17]. Seguidamente, a 15 matraces se les agreg6 50
mL del MM9 y a 3 de ellos se les adiciond 0.5 mM de
naproxeno sodico, ibuprofeno y/o cafeina por separado como
la Unica fuente de carbono disponible en el medio de cultivo.
Cada uno de los matraces correspondientes fueron
inoculados con 50 pL de cada bacteria por separado y se
cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) a las O horas y 48 horas posteriores a la
inoculacién en el medio de cultivo con el método de goteo en
sellado masivo (GSPM) [16].

Resultados y Discusién

Cultivo, purificacion e identificacion microbioldgica de los
aislados bacterianos del rio Chacamax

Se obtuvieron un total de 48 aislados bacterianos
provenientes de las muestras de agua del rio Chacamax, a los
que se les asignd la clave de RC1-RC48 (Rio Chacamax, con
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numeracion de acuerdo con el orden de aparicion
morfolégica durante el proceso de aislamiento
microbioldgico). Mediante la técnica de tincion de Gram se
pudieron identificar bacterias con caracteristicas de bacilos,
22 Gram positivos y 11 Gram negativas, también se
identificaron cocos, 7 de ellos Gram positivos y 8 Gram
negativos (Tabla 1).

Tabla 1. Morfologias de los aislados bacterianos obtenidos de las
muestras del rio Chacamax y su clasificacion por tincién de Gram

Morfologia +(Positiva) -(Negativa)
Bacilos 22 aislados 11 aislados
Cocos 7 aislados 8 aislados

Evaluacion y seleccion de bacterias con capacidad de
crecimiento con Naproxeno sédico, ibuprofeno y/o cafeina

Los 48 aislados bacterianos fueron inoculados en las placas
con MM9 y 0.5 mM de cada uno de los compuestos
(naproxeno sddico, ibuprofeno y cafeina) como su principal
fuente de carbono en el medio de cultivo. Se observd un
mayor crecimiento de las bacterias por la capacidad de
formacion de colonias en los aislados RC36, RC12 y RC11
ver, Fig.1) donde todas fueron Gram positivas. En el caso de
laRC11 y RC36 poseen morfologia de cocos mientras que la
RC12 tuvo morfologia de bacilos (ver, Tabla 2).

Fig 1. Evaluacion del crecimiento bacteriano en placas Petri con
agar MM9 con 0.5 mM de a) naproxeno sddico, b) ibuprofeno c)
cafeina, como su Unica fuente de carbono. Seleccién de los aislados
RC11, RC12 y RC36. Los circulos indican el crecimiento de los
aislados seleccionados.

En la Fig. 2 se muestra el porcentaje de crecimiento de un
total de 48 aislados bacterianos evaluados, después de las 48
horas de incubacién a 35 °C en placas Petri con MM9 y 0.5
mM de naproxeno sddico, ibuprofeno y/o cafeina. En las
placas con naproxeno sodico se observo el crecimiento de 33
bacterias, que representa el 69% del total de aislados
bacterianos evaluados. La misma cantidad de bacterias
crecieron cuando la fuente de carbono fue el ibuprofeno,
aunque no todas las bacterias fueron las mismas comparadas
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con el primer compuesto. Finalmente, cuando la cafeina fue
la principal fuente de carbono del medio de cultivo, 36
bacterias crecieron en las placas Petri, lo que equivale al 75%
de los 48 aislados bacterianos obtenidos, para este Gltimo
compuesto también hubo diferencia de aislados con
crecimiento.

El crecimiento de estas bacterias en los ensayos en placa Petri
puede deberse a la evolucion adaptativa, ya que al estar
expuestas a una variedad de contaminantes en su medio
natural, de donde fueron aisladas y donde existe una presion
selectiva debido a las condiciones de estrés y poca
disponibilidad de los nutrientes asimilables, como estrategia
de supervivencia, estos microorganismos tienen la
posibilidad de desarrollar mecanismos enzimaticos como la
produccion de dioxigenasas, monoxigenasas y peroxidasas
que les permite transformar los contaminantes y usarlos
como fuente de energia [9].

Cafeina

Ibuprofeno

Naproxeno sodico

0% 20% 40% 60% 80% 100%

W Aislados con crecimiento B Aislados sin crecimiento

Fig 2. Porcentaje de crecimiento bacteriano en placas Petri con agar
MM9 y 0.5 mM del contaminante emergente como fuente de
carbono. cafeina 75%, ibuprofeno 69% y naproxeno sodico 69%.

Caracterizacion bioquimica de los aislados bacterianos
seleccionados

Las pruebas bioguimicas se realizaron a los tres aislados
bacterianos seleccionados RC36, RC12 y RC11, estos
ensayos permitieron generar un perfil metabolico de las
bacterias de interés (Tabla 2). Las tres bacterias presentaron
actividad oxidasa, enzima que juega un papel importante en
la regulacion de las especies reactivas de oxigeno (EROS),
su accidn es la reduccion del oxigeno intracelular en agua
(H20) o formar peroxido de hidrogeno (H202), producto
metabolico que activa a las enzimas catalasas, parte del
sistema de defensa antioxidante, la actividad enzimética solo
fue observada en el aislado bacteriano RC36.

El citrato puede ser metabolizado por las tres bacterias
seleccionadas, este es el primer intermediario formado del
ciclo de Krebs, esta molécula es desdoblada a oxalacetato y
piruvato, que, en un medio alcalino, mismo que es observable
por el cambio de coloracion azul en la placa, produce acidos
organicos que pueden ser utilizados como fuente de carbono
por la actividad de la enzima citrato permeasa (Fig. 3).
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Contro! RC36 RCI2 RCII

Fig 3. Resultados de la prueba bioquimica de Citrato de Simmons
de los aislados bacterianos RC36, RC12 y RC11.

N

Control RC11 RC12 RC36

Fig 4. Resultados de la prueba bioquimica de Agar de triple azlcar
de los aislados bacterianos RC36, RC12 y RC11.

RC36 RC11 RCI2 Control

Fig. 5 Resultados de la prueba bioguimica de Agar MIO de los
aislados bacterianos RC36, RC12 y RC11.

Con el medio TSI se evalu6 la capacidad de fermentar los
azlcares glucosa, sacarosa y/o lactosa. Los aislados RC11 y
RC12 no fermentan ninguno de los tres carbohidratos. RC36
tiene la capacidad de utilizar los tres compuestos (Fig.4).

La prueba con el medio MIO permiti6 la identificacion de la
movilidad de los aislados por lo que estos aislados poseen
flagelos (ver, Fig. 5), las estructuras celulares responsables
de este mecanismo, la actividad de la enzima ornitina
descarboxilasa también se evalu6 con este medio de cultivo
y si estos microorganismos tienen la capacidad de formar
indol. EI medio MIO posee también glucosa, la fermentacion
de esta molécula se observa con el cambio de una coloracion
amarilla, la falta de la enzima ornitina descarboxilasa se
puede observar en los aislados RC11 y RC12 pues el medio
no genera coloracion purpura. Para el aislado RC36, produce
la enzima ornitina descarboxilasa por lo que el medio de
cultivo se torna mas oscuro. No hubo produccion de indol
con el aislado RC36.
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Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los tres aislados

seleccionados

Ensayo RC11 | RC12 | RC36
Catalasa - - +
Oxidasa + + +
Lactosa - - +
Sacarosa - - +
Glucosa + + -
Indol - - -
Citrato + + +
Movilidad + + +
+ + +

Ornitina
descarboxilasa

Curvas de crecimiento

La cuantificacion de las UFC/mL se realiz6 a las 0 horas y
48 horas posteriores a la inoculacién de cada uno de los
aislados, la Tabla 3. muestra la viabilidad celular de las
bacterias inoculadas en MM9 con cada compuesto, se puede
observar que la viabilidad disminuye a las 48 horas, esto
puede ser por la poca asimilacion de las bacterias para poder
consumir el sustrato y no siendo lo suficiente para generar
colonias en el medio de cultivo, lo que podria sugerir dos
cosas, que las bacterias entran a una fase de muerte celular o
a una fase de latencia, el estado viable no cultivable, algunos
microorganismos como E.coli y Pseudomonas putida
KT2440 pueden generar este mecanismo como una estrategia
de supervivencia cuando la disponibilidad de los nutrientes
es limitado [19-20].

Tabla 3. Viabilidad celular de las bacterias inoculadas en
LogUFC/mL

RC11 RC12 RC36

0 24 0 24 0 24

horas horas horas horas horas horas
NPX | 4.46 0 5.33 0 5.11 0
IBP | 591 0 4.96 0 5.13 298
CAF | 4.61 0 4.8 0 4.20 0
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Conclusiones, perspectivas y recomendaciones

Se seleccionaron bacterias a partir de muestras del rio
Chacamax con capacidad de crecer en placa Petri con un
medio restringido de nutrientes, MM9, y con una Unica
fuente de carbono que fue naproxeno sodico, ibuprofeno o
cafeina, tres aislados bacterianos fueron evaluados
posteriormente en medio de cultivo liquido con una
concentracion de 0.5 mM de los compuestos ya referidos. Sin
embargo, al ser inoculados en estas condiciones de cultivo,
la viabilidad celular disminuye a las 48 horas de monitoreo,
no fue posible cuantificar las UFC/mL de los
microorganismos en este tiempo posterior a la inoculacion, a
excepcion del aislado bacteriano RC36 con ibuprofeno como
fuente de carbono, el LogUFC/mL fue de 2.98 (Tabla 3). El
trabajo cumple con la obtencidn de bacterias de interés por
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su posible potencial metabélico para la degradacion de los
compuestos utilizados, no obstante, se realizard una
estandarizacion del método de cultivo en medio liquido para
optimizar el crecimiento bacteriano, maodificando
concentraciones de los compuestos que funcionan como
fuente de carbono, ademas de analizar variantes como es el
co-metabolismo con alguna fuente primaria como glucosa o
citrato que permita activar posibles genes involucrados en el
proceso de degradacién.
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