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INTRODUCCIÓN 

Importancia y naturaleza de los hidrocarburos 

El petróleo es un recurso natural de gran importancia para el ser humano, con un alto valor 

comercial pues a partir de este se fabrican productos que se utilizan en la vida diaria, como 

la gasolina y el diésel, los cuales son la principal fuente de energía. El petróleo crudo está 

compuesto principalmente por una mezcla de hidrocarburos y otros compuestos en menor 

proporción como metales incluyendo plomo, fierro, cromo, níquel y vanadio (Doble y Kumar 

2005). 

Los hidrocarburos son compuestos orgánicos que contienen principalmente hidrógeno y 

carbono y se clasifican en alifáticos, aromáticos, asfaltenos y resinas. 

Los hidrocarburos alifáticos pueden ser lineales (undecano, dodecano, hexadecano, 

octacosano, etc.), cíclicos (ciclohexano), con o sin sustituyentes. Los hidrocarburos 

aromáticos son aquellos que están compuestos por anillos con dobles enlaces coordinados y 

son clasificados por el número de anillos que contienen: hidrocarburos aromáticos 

monocíclicos los de un solo anillo (benceno, tolueno, fenol, etc.), hidrocarburos policíclicos 

de bajo peso molecular conformados por dos a tres anillos (naftaleno, fenantreno, antraceno) 

y los de alto peso molecular de cuatro o más anillos (pireno, fluoranteno). Las resinas 

contienen grupos funcionales polares formados por N, S, O y metales traza, son sólidos 

amorfos que contienen compuestos aromáticos con cadena alquílica larga. Los asfaltenos al 

igual que las resinas contienen grupos funcionales polares, son de alto peso molecular 

compuestos   por grupos policíclicos (Varjani 2017). 

Contaminación y toxicidad por hidrocarburos  

En México la mayoría de los yacimientos de hidrocarburos se encuentran en ambientes 

marinos y debido a los procesos de exploración extracción, refinación y transporte, ocurren 

de manera frecuente derrames que contaminan gravemente el ambiente marino (Babcock-

Adams et al., 2017). Los efectos tóxicos de los hidrocarburos han sido ampliamente 

estudiados en humanos, organismos acuáticos, así como en bacterias (Tormoehlen et al., 
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2014) (Sharaf y Shehata, 2015). Los hidrocarburos afectan tanto la salud de los organismos 

vivos como su capacidad reproductiva. Dicha toxicidad de los hidrocarburos afecta cuando 

hay interacción con diferentes componentes celulares. Por ejemplo, los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos causan estrés oxidativo y por lo tanto daños en el DNA, lo cual tiene 

efectos mutagénicos y teratogénicos (Wang et al., 2017). Por otra parte, los hidrocarburos 

alifáticos alteran la estructura de las membranas celulares, lo cual tiene efectos sobre su 

función, por ejemplo, causando la disipación del potencial de membrana (Sikkema et al., 

1995).  

En el mar los hidrocarburos del petróleo están sujetos a dispersión, disolución, 

emulsificación, evaporación y biodegradación (Figura 1) (Dellagnezze et al. 2018). En las 

últimas décadas se han realizado diversos estudios de biodegradación microbiana de 

hidrocarburos para mitigar los graves problemas de contaminación. Se ha encontrado que los 

principales degradadores son las bacterias y hongos, siendo las bacterias los agentes más 

activos en la degradación ante los derrames en ambientes marinos (Das y Chandran, 2011), 

llevando a cabo este proceso de degradación bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Procesos naturales del crudo ante los derrames en ambientes marinos (Dellagnezze 

et al,.2018). 
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Degradación aeróbica microbiana de hidrocarburos  

La biodegradación aeróbica suele ser más rápida que la anaeróbica. De manera general esta 

consiste en la activación inicial mediante la adición de oxígeno, posteriormente la 

degradación por vías periféricas para convertir los contaminantes orgánicos en intermediarios 

centrales que pueden ser utilizados para la generación de biomasa, o degradados por vías 

centrales como el ciclo de Krebs, para la generación de energía (Figura 2) (Das y Chandran, 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema general de las vías de degradación aeróbica microbiana (Das y Chandran, 

2011). 

 

 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 2. Esquema general de 

las vías de degradación aeróbica microbiana (Das y 

Chandran, 2011) 
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Degradación de hidrocarburos aromáticos 

La degradación de los hidrocarburos aromáticos inicia con la activación del núcleo aromático 

mediante reacciones de oxigenación, que consiste en la introducción de grupos hidroxilo en 

las posiciones ortho o para, derivado de este proceso se generan intermediarios centrales 

como, catecol, protocatecuatos, gentisatos e hidroxi benzoquinoles, posteriormente dichos 

intermedios son sujetos a ruptura oxigenolítica del anillo o en pocos casos son convertidos 

en CoA tioester para su degradación (Figura 3). Estas reacciones de oxidación son 

catalizadas por monooxigenasas pertenecientes a diferentes familias que se describen a 

continuación (Pérez-Pantoja et al. 2010). 

 

Figura 3. Degradación del fenol por la vía ortho (Nzila, 2018). 

• Hierro oxigenasas Rieske Non-Heme  

Las hierro-oxigenasas Rieske non-hemo participan en la activación aeróbica de 

hidrocarburos aromáticos como el benceno, tolueno, naftaleno o bifenol. Estas enzimas están 

conformadas por varias subunidades, usualmente catalizan la incorporación de dos átomos 

de oxígeno dentro del anillo aromático para formar arene-cis-dihidrodiols, posteriormente el 

compuesto es sujeto a una deshidrogenación usualmente catalizada por cis-dihidrodiol 

deshidrogenasa para obtener un catecol (Pérez-Pantoja et al., 2010).  
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• Diiron monooxigenasas solubles  

Las monooxigenasas transforman benceno/tolueno a fenol/metilfenol y fenoles a catecoles. 

Están constituidas por una reductasa, un dominio catalítico de proteína que no contiene 

cofactores orgánicos ni metal, una hidroxilasa terminal y un centro de dihierro contenido en 

cada α-subunidad (Pérez-Pantoja et al., 2010).  

• Monooxigenasas flavoproteína 

Las monooxigenasas flavoproteínas utilizan NADPH en las reacciones y O2 como co-sustrato 

insertando un átomo de oxígeno dentro del sustrato. En estas enzimas, el NADPH reduce la 

flavina reaccionando con O2 para formar un intermediario C4α-hidroxiperoxyflavin, el cual 

es el agente oxigenado. Dentro de estas monooxigenasas se encuentran la Clase A 

componente-individual flavin monooxigenasa, distribuidas en diferentes taxas de bacterias 

que hidroxilan en posición ortho o para de compuestos aromáticos que ya contienen un grupo 

hidroxilo (Pérez-Pantoja et al., 2010).  

Degradación de hidrocarburos alcanos 

La degradación de alcanos inicia por la oxidación de un grupo metilo terminal por una enzima 

alcano-hidroxilasa (alcano-monooxigenasa) produciendo un alcohol primario, el cual es 

convertido en el correspondiente aldehído por una enzima alcohol deshidrogenasa, 

posteriormente una enzima aldehído deshidrogenasa actúa sobre el grupo aldehído generando 

un ácido graso (Figura 4) (Moreno y Rojo, 2017). Los ácidos grasos son conjugados con CoA 

y degradados por β-oxidación que genera acetil-CoA. La oxidación subterminal ha sido 

reportada solo por algunos microorganismos, mientras que la oxidación de alcoholes y ácidos 

grasos es muy general (Moreno y Rojo, 2017). 
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Figura 4. Degradación de hidrocarburos alcanos (Valdivia-Rivera et al., 2019). 

• Hidroxilación de alcanos 

La hidroxilación terminal de n-alcanos es catalizada por diferentes enzimas que tienen 

especificidad sobre alcanos de cadenas largas o cortas (Tabla.1). Los microorganismos que 

degradan cadenas cortas de n-alcanos (C2-C4) poseen enzimas relacionadas con metano 

monooxigenasas, mientras que los que degradan cadenas medianas (C5-C11) o largas (C12) 

comúnmente contiene monooxigenasas unidas a membrana, relacionadas con non-hemo 

hierro monooxigenasas (Moreno y Rojo, 2017).      
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Clase de enzimas Características Longitud del sustrato Anfitrión 

PRM, propano monooxigenasa Monooxigenasa de hierro no hemo similar a sMMO C 3 bacterias 

sBMO, butano monooxigenasa Monooxigenasa de hierro no hemo similar a sMMO C 2 –C 9 bacterias 

pBMO, butano monooxigenasa Monooxigenasa que contiene cobre similar a pMMO C 2 –C 9 bacterias 

CYP153 Citocromo soluble P450 (clase I) C 5 –C 12 bacterias 

CYP116B5 Citocromo P450 autosuficiente (clase VII) C 14 –C 16 bacterias 

CYP52 Membrana unida al citocromo P450 C 10 –C 16 Levaduras 

AlkB-relacionado Monooxigenasa de hierro no hemo C 3 –C 13 o C 10 –C 20 bacterias 

AlmA Monooxigenasa de unión a la flavina C 20 –C 36 bacterias 

LadA Monooxigenasa termofílica dependiente de flavina C 10 –C 30 bacterias 

Dioxigenasa Cobre dioxigenasa dependiente de flavina C 10 –C 30 bacterias 

PT7_2466 monooxigenasa Monooxigenasa tipo Rieske C 5 –C 24 bacterias 

 

Tabla 1. Enzimas de diferentes familias que participan en la hidroxilación terminal inicial 

de n-alcanos (Moreno y Rojo, 2017). 

• La familia alcano hidroxilasa AlkB  

AlkB es una enzima integral de membrana non-heme monooxigenasa de di-hierro que 

hidroxila n-alcanos en posición terminal. Esto requiere la asistencia de dos proteínas solubles 

de transferencia de electrones llamadas rubredoxina y rubredoxina reductasas. El di-hierro 

de AlkB permite la activación dependiente del oxígeno de la molécula de alcano mediante 

un sustrato intermediario radical (Moreno y Rojo, 2017). 

• Citocromo P450 de alcano hidroxilasa 

Los citocromos P450s son solubles, requieren ferredoxina y ferredoxina reductasa para 

transferir electrones de NADPH al citocromo. Un ejemplo del citocromo P450 involucrado 

en degradación de hidrocarburos es el de Mycobacterium sp. HXN-1500 que hidroxila C6-

C11 a 1-alcanos con alta selectividad.  Se ha demostrado que las proteínas P450 pueden 

sustituir funcionalmente a P. putida, GPo1 y AlkB ya que son hidroxilasas de alcanos 

verdaderas (Moreno y Rojo, 2017).  
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Degradación anaeróbica microbiana de hidrocarburos 

La degradación anaeróbica, es más lenta, pero es de gran relevancia en diversos ambientes, 

por ejemplo, en sedimentos marinos o en acuíferos profundos, de manera general, está 

consiste en activación, degradación por vías periféricas y degradación final acoplada a la 

reducción de aceptores de electrones alternativos al oxígeno como el Fe(III), CO2 

(condiciones metanogénicas), el nitrato (NO3
-), sulfato (SO4

-2) y en algunos casos 

compuestos orgánicos como fumarato (Figura 5) (Holliger y Zehnder, 1996). La degradación 

microbiana anaeróbica de hidrocarburos ha sido menos estudiada que la degradación 

aeróbica, pero en las últimas décadas se ha reconocido su relevancia ecológica (Meckenstock 

et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema general de degradación de hidrocarburos aromáticos a) bajo condiciones 

metanogénicas, b) en presencia de un aceptor final de electrones (Tomada de Gieg et al., 

2014). 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 5. Esquema general de 

degradación de hidrocarburos aromáticos a) bajo condiciones 

metanogénicas, b) en presencia de un aceptor final de electrones 

(Tomada de Gieg et al., 2014) 
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Al igual que en condiciones aeróbicas, la activación de hidrocarburos es limitante para su 

degradación en condiciones anóxicas, sin embargo, los mecanismos y las enzimas 

involucradas son muy diferentes, e incluyen activación por adición de fumarato, 

hidroxilación, carboxilación y metilación (Boll y Heider, 2010). 

• Adición del fumarato 

En Thauera aromática se ha descrito la activación de hidrocarburos aromáticos como el 

tolueno mediante la adición de fumarato, mediante la benzoil succinato sintasa (BSS) la cual 

genera un radical transitorio en el hidrocarburo y posteriormente cataliza la adición de 

fumarato, este tipo de enzimas también han sido identificadas y estudiadas en otros 

microorganismos que degradan hidrocarburos anaeróbicamente (Rabus et al., 2016). La 

activación de compuestos alifáticos también puede efectuarse mediante la adición de 

fumarato por enzimas denominadas alquil succinato sintasas (Boll y Heider, 2010). 

• Hidroxilación anaeróbica de hidrocarburos 

En bacterias desnitrificantes se ha demostrado que el etilbenceno es inicialmente atacado por 

hidroxilación con agua produciendo (S)-feniletanol y dos equivalentes de electrones 

utilizando la enzima etilbenceno deshidrogenasa (Boll y Heider, 2010). 

• Carboxilación anaeróbica de hidrocarburos 

La activación por carboxilación ha sido reportada en el caso de algunos hidrocarburos como 

el naftaleno, el cual es transformado en 2-[carboxil] ácido naftoico, sin embargo, este tipo de 

activación ha sido muy escasamente descrita (Mouttaki et al., 2012). 

• Metilación anaeróbica de hidrocarburos 

La enzima que participa para iniciar la degradación anaeróbica por una metilación se 

desconoce, pero se cree que podría participar una metiltransferasa que contiene B12. Para la 

degradación de naftaleno se identificó que la metilación inicial se obtuvo en 2-metilnaftaleno 

en un reductor de sulfato (Boll y Heider, 2010).    
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Mecanismos bacterianos para acceder e internalizar hidrocarburos 

Uno de los requisitos más importantes para la degradación microbiana de hidrocarburos es 

su capacidad para acceder, unirse y transportar este tipo de compuestos que son altamente 

hidrofóbicos. Para comenzar la degradación, la bacteria debe tener interacción con el 

hidrocarburo y así poder realizar el transporte transmembranal del hidrocarburo. En bacterias 

se han identificado diversos mecanismos para cumplir este requisito, las cuales incluyen la 

solubilización del hidrocarburo, el cual depende de la producción de surfactantes y/o 

emulsificantes, o por contacto directo mediante en el cual se requiere que la envoltura celular 

sea hidrofóbica. Estas estrategias se describen a continuación (Hua y Wang 2014). 

Solubilización de hidrocarburos mediante la producción de surfactantes y 

emulsificantes. 

Para que los hidrocarburos estén disponibles para las bacterias y así puedan ser degradados, 

algunos microorganismos tienen la capacidad de producir bio-surfactantes y/o bio-

emulsificantes, los cuales permiten que el hidrocarburo se vuelva más soluble.  

Los bio-surfactantes y bio-emulsificantes son moléculas anfifílicas, presentan una parte 

hidrofílica compuesta por un éster, un grupo hidroxilo, un grupo fosfato, carboxilato o un 

carbohidrato, y otra hidrofóbica compuesta por una proteína, un péptido o un ácido graso 

(Hua y Wang 2014). Su clasificación puede ser por su origen microbiano, composición 

química o peso molecular, los bio-surfactantes de bajo peso molecular: glucolípidos y 

lipopéptidos en general solo tienen actividad surfactante, en comparación con los de alto peso 

molecular: lipopolisacáridos y lipoproteínas (o una combinación de ambos) que tienen 

actividad emulsificante (Tabla 2) (Uzoigwe et al., 2015).  
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Biosurfactante Clase Origen microbiano 
Propiedades 

fisicoquímicas 
Roles fisiológicos Referencia 

Bajo peso 
molecular 

Ramnolípidos 
Pseudomonas 
aeruginosa DS10-129 

Una o dos azúcares 
ramnosa ligados al 3-ácido 
hidroxidecanoico 

Tecnología de 
biodegradación 

Rahman et al., 2002 

    
ST-28 mN/m EI24- 53- 73% 

  

Glicolípidos     

  Soforolípidos Candida bombicola 

Soforosas de disacáridos 
(2-O-β-D-glucopiranosil-D-
glucopiranosa) unidasa 
ácidos grasos 

Aditivo detergente para 
un mejor rendimiento y 
eliminación de 
manchas 

Develter and 
Lauryssen, 2010; 
Joshi-Navare et al., 
2013 

       

   Candida tropicalis 
ST-32.1-34.2 mN/m EI-23-
70% 

Limpieza de superficies 
duras, actividad 
antibacterial  

 

  
Lípido de 
trehalosa 

Rhodococcus 
wratislaviensis BN38 

Disacárido no reductor con 
dos unidades de glucosa 
unidas en un enlace α, α-1, 
1-glicosídico.  

Biorremediación de 
sitios contaminados, 
actividad 
antitumoral  

Tuleva et al., 2008; 
Christova et al., 2014 

   
 Norcardia farcinica 
BN26 

ST 24.4 mN/m   

    EI- 23-70%   

Lipopéptidos Surfactin  Bacillus subtilis K1 

Depsipéptidos heptacíclicos 
que constan de dos 
aminoácidos, cuatro 
aminoácidos hidrofóbicos y 
C13-17 β- ácidos hidroxi 
grasos   

Recuperación mejorada 
de petróleo  

Ongena y 
Jacques, 2007; 
Varadavenkatesan y 
Ramachandra, 2013; 
Pathak y 
Keharia, 2014 
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Biosurfactante Clase Origen microbiano 
Propiedades 

fisicoquímicas 
Roles fisiológicos Referencia 

   Bacillus siamensis ST- 2227.9 mN/m 

Antibacterial, antiviral, 
antitumoral, 
anticoagulante, 
inhibición de enzimas  

 

  Iturin  Bacillus subtilis K1 
Cicloheptapéptido con siete 
aminoácidos y C3-16 β-
aminoácidos grasos 

Antifúngico 
Arrebola et 
al., 2010; Pathak y 
Keharia, 2014 

   Bacillus amylofaciens ST-30-37 mN/m Biopesticidas   

    EI 32-66%   

  Fengycin Bacillus subtilis 
Depsipéptidos deca cíclico 
con C14-21 β-ácido hidroxi 
graso y 10 aminoácidos  

Fuerte agente 
fungitoxico contra 
hongos filamentosos, 
actividades 
inmunomoduladoras 

Arrebola et 
al., 2010; Pathak 
and Keharia, 2014 

Bioemulsionantes 
de alto peso 
molecular 

Emulsan RAG-1 
Acinetobacter sp. ATCC 
31012 (RAG-1) 

Lipopolisacáridos, parte 
lipídica (ácido graso 
insaturado de C10-18), 
parte polisacárido (D-
galactosamina, ácido D-
galactosaminurónico, di-
amino-6-desoxi-D-glucosa) 

Incrementar el área de 
superficie y la 
biodisponibilidad de 
sustratos poco solubles  

Choi et al., 1996; 
Ron y 
Rosenberg, 2001 

   

  

La unión a metales 
pesados tóxicos 

 

  BD4 Emulsan 
Acinetobacter 
calcoaceticus BD4 13 

Complejo proteina-
polisacárido 

Estabiliza las 
emulsiones de aceite 
en agua 

Kaplan and 
Roseberg, 1985; 
Kaplan et al., 1987 
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Biosurfactante Clase Origen microbiano 
Propiedades 

fisicoquímicas 
Roles fisiológicos Referencia 

   

 

Parte polisacárido 
(repetición de 
heptasacáridos de L-
ramnosa, ácido D-
glucourónico, D-manosa) 

  

  Alasan 
Acientobacter 
radioresistens KA53 

Polisacáridos y proteínas 
que contienen alanina 

Emulsificación y 
actividad 
solubilizante 

Navon-Venezia et 
al., 1995; Walzer et 
al., 2006 

  
Manoproteína

s  
Saccharomyces 
cerevisiae 

Polisacáridos y proteínas  

Formación de 
emulsión estable con 
sustratos hidrófobos 
Estimulación del 
sistema inmune 

Casanova et 
al., 1992; Lukondeh 
et al., 2003 

  
Ácido urónico 
bioemulsiona

ntes  

Kluyveromyces 
marxianus, Halomonas 
eurihalina, Klebsiella sp. 

Poliacáridos- proteías-
ácidos urónicos 

Emulsificación y 
desintoxicación de 
hidrocarburos  

Martínez-Checa et 
al., 2002; Jain et 
al., 2013 

 

Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas de los bio-surfactantes y bio-emulsificantes (Uzoigwe 

et al., 2015). 

Por contacto directo  

Este mecanismo consiste en que las células microbianas pueden adherirse directamente a 

gotas grandes o películas de hidrocarburos y así llevar a cabo la adsorción. Se han estudiado 

cepas que pueden acceder al hidrocarburo sin secretar algún surfactante extracelular o 

emulsionante como Pseudomonas alcaligenes, en lugar de ello, esta cepa modifica su 

envoltura haciéndola más hidrofóbica (Hua y Wang 2014). El mecanismo bacteriano de 

unión directa a hidrocarburos para su absorción se conoce poco en comparación a la 

producción de biosurfactantes/emulsificantes. (Pini et al. 2007). 
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ANTECEDENTES 

Consorcio de investigación del Golfo de México.  

El Consorcio de Investigación del Golfo de México (CIGoM) se fundó en el año 2015 como 

un consorcio de investigación científica y de servicios de consultoría, la formación de dicho 

consorcio estuvo motivada principalmente por el derrame catastrófico que ocurrió en el Golfo 

de México por la petrolera británica British Petroleum (BP). El CIGoM está conformado por 

diversas líneas de investigación que buscan entender las corrientes marinas y los procesos 

bioquímicos del Golfo, los seres que lo habitan, cómo afecta un derrame, e incluso, cómo 

detener o revertir un daño”. 

La línea cuatro de este proyecto, está enfocada en el estudio de la degradación natural de 

hidrocarburos, uno de los objetivos de esta línea es identificar las bacterias degradadoras de 

hidrocarburos que se encuentran en el Golfo de México, mediante estudios metagenómicos 

y de la composición de las comunidades microbianas, así como mediante el aislamiento y 

caracterización de bacterias degradadoras de hidrocarburo.   

Dentro de la línea cuatro, específicamente en el subproyecto bajo el cargo de la Dra. Katy  

Juárez, fue aislada la cepa Rhodococcus sp. B7-I a partir de sedimentos provenientes de la 

estación B7 (1374 metros de profundidad, 95° 35.629’longitud W y 25° 40.523’ latitud N) 

en la región de perdido del Golfo de México, tomados durante la campaña oceanográfica 

Metagenómica 2. Su aislamiento se llevó a cabo bajo condiciones de bajo oxígeno, el núcleo 

de sedimento original se mantuvo cerrado y sin agitación a 4°C desde su toma hasta los 

ensayos de aislamiento. Dentro de una cámara anaeróbica, se realizaron diluciones seriadas 

del sedimento (sin enriquecimiento previo) en agua de mar, estas fueron sembradas en medio 

de cultivo con sedimento estéril y acetato 20 mM. A partir de dicho aislamiento se obtuvieron 

dos morfologías de colonia. Ambas mostraron la capacidad para crecer en condiciones 

aeróbicas, por lo que su purificación se llevó a cabo en medio sólido aeróbico. Mediante la 

secuenciación del gen 16S, estos aislados fueron identificados como Rhodococcus sp. B7-I 

y Bacillus coni cepa B7-II. 
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 Se determinó que la cepa B7-I tiene la capacidad de crecer con petróleo crudo de diferentes 

grados API como única fuente de energía y de carbono. El estudio de la cepa B7 resulta de 

gran interés tanto para comprender su posible participación en la atenuación natural en 

sedimentos del Golfo de México, así como por sus posibles aplicaciones biotecnológicas 

dado que varios de los organismos con mayor potencial degradador pertenecen al género 

Rhodococcus, a continuación, se describen algunos ejemplos.  

Degradación de hidrocarburos por Rhodococcus spp. 

El género Rhodococcus es un grupo de microorganismos taxonómicamente asociado con el 

phylum Actinobacteria, uno de los más grandes en el dominio de las bacterias, representa 

bacterias Gram-positivas y pueden ser encontradas en ecosistemas acuáticos y terrestres. Las 

bacterias de este grupo exhiben una notable versatilidad catabólica y una gran variedad de 

capacidades enzimáticas únicas que revelan su importancia ambiental y biotecnológica. Por 

ejemplo, pueden degradar un gran número de compuestos orgánicos y xenobióticos a menudo 

tóxicos y recalcitrantes categorizados en diferentes grupos, tales como alifáticos, aromáticos 

policíclicos y heterocíclicos, derivados halogenados y compuestos nitro-sustituidos 

(Zampolli et al., 2019).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Genes involucrados en la vía de degradación aeróbica de tolueno presentes en R. 

opacus PD630 y Rhodococcus sp. WMMA185 (las flechas verdes indican la presencia del 

gen que codifica para la enzima involucrada, flechas negras indican ausencia del gen) 

(Análisis basado en información de KEGG). 
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Degradación aeróbica de hidrocarburos por Rhodococcus spp. 

Existen diversos reportes sobre degradación aeróbica de hidrocarburos tanto alifáticos (Li et 

al., 2013) como aromáticos (Marcos et al., 2009) por diferentes cepas pertenecientes al 

género Rhodococcus. En algunos casos se han identificado los elementos genéticos, por 

ejemplo, Rhodococcus sp. TMP2 que se identificó el gen alcano hidroxilasa AlkB y en 

Rhodococcus opacus R7 se encontró un grupo de genes alKB, (Takei et al., 2008) (Zampolli 

et al., 2014) relacionados a la degradación de compuestos específicos, además la 

secuenciación de los genomas de varios Rhodococcus spp. ha evidenciado el gran número de 

genes relacionados a la degradación de hidrocarburos en los microorganismos de este género. 

Al analizar las vías metabólicas predichas de las cepas cuyo genoma ha sido secuenciado 

podemos inferir que poseen grandes diferencias en sus capacidades metabólicas, por ejemplo, 

en la Figura 6 se muestra la ruta de degradación de tolueno por las cepas R. opacus PD630 y 

Rhodococcus sp. WMMA185 y podemos observar que la primera posee un mayor potencial 

que la segunda y ocurre lo mismo para otros compuestos aromáticos.  

Entre los microorganismos degradadores de hidrocarburos del género Rhodococcus, destacan 

R. sp. MK1 (Kis et al., 2017), R. opacus R7 (Zampolli et al., 2014), R. erytropolis DN1 

(Shevtsov et al., 2013), R. sp.  P14 (Zhang et al., 2012) (Shong et al., 2011) y R. erythropolis 

DCL14 (Carvalho y Fonseca, 2004), ya que poseen la capacidad de degradar hidrocarburos 

tanto alifáticos como aromáticos (Tabla 3)  

En diferentes cepas pertenecientes al género Rhodococcus además de la actividad 

hidrocarbonoclasta también se ha encontrado la producción de biosurfactantes, 

específicamente trehalolípidos (glicolípido) los cuales se caracterizan por su diversidad 

estructural, en algunos casos su producción es inducida por la presencia de hidrocarburos 

como el naftaleno y el hexadecano (Kuyukina e Ivshina, 2010).  
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Cepa 
Sitio de 

aislamiento 

Capacidad 

degradadora 

Genes 

encontrados 
Referencias 

Rhodococcus 

erythropolis 

DCL14 

Sedimento de zanja 

en Reeuwijk Países 

Bajos 

Hidrocarburos 

aromáticos y 

alcanos de la 

gasolina 

--------- 
(Carvalho y 

Fonseca, 2004) 

Rhodococcus 

P14 

Sedimento 

contaminado con 

petróleo crudo en el 

puerto de Xiamen 

China 

PHAs, con tres 

a cinco anillos 

incluyendo 

fenantreno e 

hidrocarburos 

alifáticos 

Se identificaron 

tres genes de 

alcano hidroxilasa 

(alkB) y 43 

dioxigenasas 

relacionadas a 

degradacion de 

PHA. 

(Song et al., 

2011) (Zhang et 

al., 2012) 

Rhodococcus 

erytropolis DN1 

Suelo contaminado 

con petróleo 

Alcanos, 

cicloalcanos y 

compuestos 

aromáticos del 

petróleo crudo 

Se identificaron 

dioxigenasas 

alifáticas y 

aromáticas, las 

cuales están 

involucradas en la 

degradación de 

xenobióticos. 

(Shevtsov et al., 

2013) 

Rhodococcus 

opacus R7 

Suelos 

contaminados con 

hidrocarburos 

aromáticos 

policíclicos 

Alcanos de 

cadena variable, 

naftaleno y 

xileno 

Se identificó 

el grupo de 

genes alkB, 

codificando un 

alcano 

monoxigenasa. 

(Di Gennaro 

etal., 2001) 

(Zampolli et al., 

2014) 

Rhodococcus 

sp. MKI 

Suelos 

contaminados por 

residuos 

industriales de una 

empresa química 

Hidrocarburos 

alifáticos como 

aromáticos 

Cinco genes que 

codifican las 

enzimas alcano-1-

monooxigenasa 

(AlkB) 

(Kis et al., 2017) 

 

Tabla 3. Genes de diferentes cepas de Rhodococcus que participan en la degradación de 

hidrocarburos. 
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Degradación de hidrocarburos por Rhodococcus bajo condiciones limitantes de 

oxígeno  

Se ha sugerido la participación de Rodococcus spp. en degradación anaeróbica en diversos 

ambientes (Wan et al., 2012), sin embargo, esta capacidad ha sido pobremente estudiada 

(Holliger y Zehnder, 1996). Wan y colaboradores reportaron la presencia de Rhodococcus en 

un consorcio microbiano con Bacillus, Azotobacter y Herbaspirillum, el cual fue capaz de 

degradar anaeróbicamente antraceno (Wan et al., 2012). En 2018 Wilhelm y colaboradores 

reportaron el enriquecimiento de Rhodococcus y Pseudomonas durante la degradación de 

naftaleno en aguas subterráneas en condiciones anóxicas y encontraron la presencia del gen 

que codifica a la 2,3-catecol dioxigenasas (catE) el cual se sabe que es característico de 

organismos que degradan aromáticos bajo condiciones limitantes de oxígeno (Wilhelm et al., 

2018). Dado que los sedimentos son ambientes en los que se generan zonas de transición 

oxicas/anóxicas, es importante el estudio de los procesos microbianos bajo estas condiciones, 

sin embargo, los estudios de degradación microbiana de hidrocarburos se han centrado 

principalmente en estudios bajo condiciones estrictamente aeróbicas o anaeróbicas. El 

presente proyecto de investigación estuvo centrado en evaluar la capacidad degradadora de 

petróleo crudo API 40 por la cepa Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones aeróbicas, micro-

aeróbicas y anaeróbicas. 
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JUSTIFICACIÓN 

Los organismos del género Rhodococcus poseen un gran potencial metabólico, 

particularmente para degradación de hidrocarburos, sin embargo, cada cepa posee 

capacidades específicas que la hacen importante para aplicaciones biotecnológicas 

específicas. Por lo que el estudio de la cepa B7-I, es de gran interés y relevancia. 

HIPÓTESIS 

Rhodococcus sp. B7-I es capaz de degradar hidrocarburos tanto bajo condiciones aeróbicas 

y micro-aeróbicas. 

OBJETIVOS  

General 

Caracterizar la capacidad degradadora de hidrocarburos por el género Rhodococcus sp. B7-

I. 

▪ Particulares 

1. Determinar la capacidad de Rhodococcus sp. B7-I para degradar aeróbica y micro-

aeróbicamente crudo API 40. 

2. Determinar la capacidad de Rhodococcus sp. B7-I para degradar micro-

aeróbicamente hidrocarburos puros alifáticos y aromáticos.  

3. Determinar si la cepa Rhodococcus sp. B7-I produce alguna actividad surfactante. 

4. Obtener consorcios microbianos degradadores de hidrocarburos a partir de las 

muestras de sedimentos de donde fue aislada la cepa B7-I y comparar su capacidad 

degradadora.
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Figura 7. Estrategia metodológica. 

METODOLOGÍA  

Purificación de la cepa Rhodococcus sp. B7-I  

La cepa B7-I fue aislada y purificada previamente mediante diluciones seriadas y 5 pases de 

estriado y posteriormente preservada a -65°C con glicerol al 20%. Para asegurar que se 

trabaja con un cultivo axénico, se realizaron pases adicionales de purificación y un análisis 

por microscopía de fluorescencia antes de comenzar con la caracterización de dicho 

microorganismo, a continuación, se describe el procedimiento. 

A partir de un glicerol de la cepa B7-I, se sembró en medio sólido MMSw-acetato y se incubó 

a 30°C, posteriormente se realizaron diez pases de estriado en medio sólido tomando una 

colonia aislada en cada pase para realizar el siguiente estriado. Posteriormente, se puso un 

cultivo líquido en MMSwAc y se incubó a 30°C con agitación toda la noche, finalmente se 

analizó mediante microscopía de epifluorescencia para determinar su pureza. 

 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 7. Estrategia metodológica 
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Microscopía de epifluorescencia (DAPI) 

La fluorescencia es un fenómeno de luminiscencia, propiedad de algunos elementos químicos 

denominados fluorocromos (componentes de moléculas que hacen que sean fluorescentes). 

Este es utilizado como un marcador colorante fluorescente para crear contraste en zonas de 

interés de la muestra. En este caso fue utilizado DAPI, el cual es un fluorocromo que se une 

a DNA, cuyo máximo de absorción es a 358 nm (ultravioleta) y de su máximo de emisión es 

a 461 nm (azul), mediante el siguiente procedimiento: 

Centrifugar 200µl de cultivo durante un minuto a 13000 rpm, retirar el sobrenadante y 

colocar la muestra en hielo, posteriormente agregar 5µl de DAPI e incubar por 5 minutos en 

hielo, a continuación, lavar la muestra con 1 ml de MMSw. Centrifugar nuevamente y retirar 

el sobrenadante teniendo cuidado de no remover la pastilla. Resuspender la pastilla en 100µl 

de medio MMSw, finalmente colocar 5µl de muestra en un portaobjetos, colocar un 

cubreobjetos y analizar la muestra en un microscopio de epifluorescencia EVOS FL. 

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

Para el crecimiento de las bacterias es importante el medio del cultivo, pues este tiene que 

cumplir con ciertas condiciones como lo son la temperatura, pH, presencia o ausencia de 

oxígeno, nutrientes necesarios y una buena esterilidad para que los microorganismos no sean 

contaminados. 

La cepa B7-I fue caracterizada inicialmente bajo condiciones aeróbicas para estandarizar 

condiciones de crecimiento y determinar qué ácidos orgánicos, azúcares e hidrocarburos que 

es capaz de degradar. En la primera parte se probaron dos medios de cultivo distintos (MMSw 

y MM) para determinar cuál es el más adecuado para el crecimiento de Rhodococcus sp. B7-

I 

Medio MMSw: contiene 1.49 g/L de NH4Cl, 0.099 g/L de KCl, 0.599 g/L de NaH2PO4, 0.099 

g/L de Na2SO4, 0.246 g/L de MgSO4*7H2O, 21 g/L NaCl, 0.022 g/L de CaCl2, 6.04 g/L de 

PIPES, 10 ml de solución Dl Vitaminas, 10 ml de Dl Minerales y 1 ml de Na2SeO4 1 mM. 
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DL Vitaminas g/L 

H2O Milli-Q 800 ml 

Biotina .0002 g 

Ácido pantoténico 0.005 g 

B-12 0.0001 g 

Ácido p-aminobenzóico 0.005 g 

Ácido tióvtico 0.005 g 

Ácido nicotínico 0.005 g 

Tiamina 0.005 g 

Riboflavina 0.005 g 

Clorhidrato de Piridoxina 0.01 g 

Ácido Fólico .002 g 
 

Tabla 4. Componentes de DL Vitaminas. 

Compuesto g/ L 

Milli-Q H2O 800 ml 

NTA Trisodium Salt (Free acid) 1.5 g 

MgSO4 3.0 g 

MnSO4 * H2O 0.5 g 

NaCl   1 g 

FeSO4 * 7 H2O 0.1 g 

CaCl2 * 2 H2O 0.1 g 

CoCl2* 6 H2O 0.1 g 

ZnCl2 0.13 g 

CuSO4* 5 H2O 0.01 g 

AlK(SO4)2 * 12 H2O 0.01 g 

H3BO3 0.01 g 

Na2MoO4 * 2 H2O 0.025 g 

NiCl2 * 6 H2O 0.024 g 

Na2WO4 * 2 H2O 0.025 g 

Completar volumen con agua Milli-Q 1000 ml 
 

Tabla 5. Componentes de solución DL Minerales. 

Soluciones para suplementar: acetato 2.5M, lactato 2.5M, glucosa 2M, Glicerol 80%, 

sacarosa 2M, hidrocarburo API 40, tolueno, hexadecano y asfaltenos. 
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Hidrocarburos ensayados. 

La capacidad degradadora de Rodococcus sp. B7-I fue ensayada con hidrocarburos puros 

alifáticos y aromáticos, así como con crudo API 40. La gravedad API se refiere a la medida 

de densidad de cuán pesado o liviano es el petróleo, estos se clasifican en petróleo crudo 

extra ligero, petróleo crudo ligero, petróleo crudo liviano, petróleo crudo pesado y petróleo 

crudo extrapesado (Tabla 6). 

Tipo de petróleo  Densidad (g/mL) Grado API 

Extrapesado >1.0 <10 

Pesado 0.92 a 1.0 <22 

Mediano  0.87 a 0.92 <31 

Ligero  0.83 a 0.87 <30 

Extra ligero <0.83 <39 

 

Tabla 6. Clasificación de crudos de acuerdo con su densidad. 

Condiciones de oxigenación.  

Para obtener condiciones aeróbicas los cultivos fueron incubados a 30°C a 250 rpm por 168 

horas, para condiciones micro-aeróbicas Rhodococcus sp. B7-I fue cultivado en botellas 

serológicas cerradas con tapones de teflón e incubados a 30°C sin agitación.  

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y repetidos cuando la variación fue 

grande. 

Monitoreo de crecimiento 

Uno de los métodos de monitoreo de crecimiento bacteriano es mediante la medición de la 

absorbancia a 600 nm. Para esto se utilizó un espectrofotómetro que mide la cantidad de luz 

que atraviesa en la suspensión de microorganismos, en comparación con un blanco sin 

microorganismos, sin embargo, en presencia de hidrocarburos estos pueden tener cierto 

grado de interferencia. Otro método es mediante la medición de unidades formadoras de 

colonia (UFC), al combinar ambos métodos se obtuvo una mejor aproximación para 

caracterizar el crecimiento de la cepa B7-I bajo las distintas condiciones de cultivo. 
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Para determinar la capacidad de la cepa B7-I de utilizar los diferentes compuestos como 

fuente de energía y de carbono mediante el conteo de UFC, se realizó el siguiente 

procedimiento:  

Cada 24 horas se realizaron diluciones seriadas de una muestra del cultivo en NaCl 21 g/L, 

posteriormente se sembró en LB sólido cada dilución, monitoreando el tiempo de 

crecimiento y contabilizando el número de colonias. 

Determinación de la degradación de hidrocarburos 

Los ensayos de degradación de crudo extra ligero (API 40) por Rhodococcus sp. B7-I se 

llevaron a cabo en botellas con 50 ml de medio MMSw, adicionado 43 mg de crudo en 50 

ml (equivalente a 860 mg/L) o 430 mg de crudo en 50 ml (equivalente a 8600 mg/L) y fueron 

inoculados con 500 µl de cultivo fresco, mientras que los controles se trataron de la misma 

manera sin inocular. Las botellas de ensayos y controles fueron incubadas a 30 °C con o sin 

agitación. Fueron sacrificados a los 7 y 30 días de incubación a 30°C para realizar la 

extracción y cuantificación de los hidrocarburos. 

Degradación de hidrocarburos puros. 

Los ensayos de degradación de hidrocarburos puros alifáticos de cadena larga se llevaron a 

cabo en botellas con 50 ml de medio MMSw, adicionado por separado 0.05 gramos de 

eicosano, tetracosano y octacosano (para obtener una concentración de 1 g/L), e inoculando 

con 500 µl de cultivo fresco de Rhodococcus sp. B7-I. Las botellas fueron incubadas a 30°C 

sin agitación por 48 horas. Posteriormente, para cada hidrocarburo, un triplicado fue utilizado 

para el conteo de UFC y otro triplicado para la extracción y cuantificación gravimétrica de 

hidrocarburos. 

Cuantificación gravimétrica y análisis por GC-FID 

Adicionar 10 ml de diclorometano al medio de cultivo, agitar durante 5 min, posteriormente 

recuperar la fase orgánica mediante centrifugación a 4000 rpm durante 5 min, concentrar las 

muestras por destilación en un evaporador rotatorio a 40°C (Mayolo-Deloisa et al., 2011), 

eliminar el agua residual de la muestra pasándola a través de una columna de sulfato de sodio 

y finalmente, pesar la muestra para hacer la determinación gravimétrica de degradación y 
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analizarla por cromatografía de gases acoplada a un detector de ionización de flama (GC-

FID). Para el análisis de las muestras se utilizó un equipo de cromatografía de gases Hewlett 

Packard HP 5890 equipado con un detector de ionización de flama (FID) y una columna 

Phenomenex ZB-5, utilizando helio como gas acarreador. 

Medición de tensión superficial 

Para determinar si Rhodococcus sp. B7-I produce biosurfactantes, los cultivos en fase de 

crecimiento exponencial y en fase estacionaria fueron centrifugados a 4000 g/min, y el 

sobrenadante fue analizado inmediatamente utilizando un tensiómetro Krüss modelo K20 

con placa whilheman. 

Enriquecimientos, medios utilizados y criopreservación 

Para el enriquecimiento de consorcios bacterianos de sedimento de la estación B7, (donde se 

obtuvo a Rhodoccoccus sp. B7-1) de la campaña oceanográfica Metagenómica 2 del CIGOM, 

se utilizaron tres medios de cultivo: MMSw (descrito anteriormente), MARS y MARNP. 

El medio MARS contiene agua de mar, 0.19 g/L NH4Cl,0.006 g/L K2HPO4, 0,012 g/L 

KH2PO4, 10 ml de solución DL Vitaminas y 10 ml DL Minerales  

El medio MARNP contiene agua de mar, 0.19 g/L NH4Cl, 0.006 g/L K2HPO4 y 0,012 g/L 

KH2PO4. 

Los enriquecimientos se realizaron en 50 ml de cada medio de cultivo con 0.1 % v/v (860 

mg/L) de crudo extra ligero API 40 (se esterilizó el crudo antes de usar) inoculando con 0.5 

ml de sedimento, y fueron incubados a 30°C. Posteriormente, se realizaron 6 resiembras cada 

8 días, obteniendo los consorcios cB7-MMSw, cB7-MARS y cB7-MARNP, a partir de 

la última resiembra se prepararon 50 alícuotas de cada consorcio, las cuales fueron 

adicionadas con DMSO (Dimetil sulfoxido) al 10% y criopreservadas a -65°C. A partir de 

muestras crio-preservadas se realizaron los ensayos de degradación y la extracción y 

purificación de DNA genómico con el Kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN), para la posterior 

amplificación de las regiones V3-V4 del gen 16S utilizando los oligonucleótidos S-D-Bact-

0341-b-S-17 y S-D-Bact-0785-a-A-21 (Klindworth et al., 2013). Los amplicones 16S fueron 
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enviados a secuenciar a la Unidad de Secuenciación Masiva y Bioinformática del IBT, 

UNAM. 

Degradación de crudo extra ligero API 40 por consorcios bacterianos cB7-MMSw, cB7-

MARS y cB7-MARNP 

Para determinar la degradación de crudo API 40, se realizaron ensayos en 50 ml de medio de 

cultivo correspondiente (MMSw, MARS o MARNP) con API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) en 

botellas serológicas con tapones de viton, los cuales fueron inoculadas con las alícuotas crio-

preservadas de los diferentes consorcios. Los ensayos y controles abióticos fueron realizados 

por triplicado, y se incubaron a 30°C sin agitación. Dichos cultivos fueron sacrificados 

después de 30 días, los hidrocarburos totales fueron extraídos y analizados por gravimetría y 

cromatografía de gases.
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RESULTADOS 

Degradación aeróbica de crudo API 40 por la cepa B7-I 

Para determinar la capacidad de Rhodococcus sp. B7-I de crecer con crudo extra ligero (API 

40) como única fuente de carbono bajo condiciones aeróbicas, la cepa fue inoculada en 50 

ml de medio MMSw crudo API 40 al 0.1% v/v (860 mg/L) por triplicado e incubada a 30°C 

a 250 rpm y su crecimiento fue monitoreado por densidad óptica a 600nm. 

En la Figura 8 podemos observar que B7-I es capaz de crecer con crudo extra ligero (API 

40) como única fuente de carbono, dicho crecimiento inicia a las 24 horas de incubación. 

Este crecimiento sugiere que B7-I es capaz de degradar los componentes del crudo y 

utilizarlos como energía y para generar biomasa. 

  

Figura 8. Curva de crecimiento de Rhodococcus sp. B7-I en medio MMSw con crudo API 

40 al 0.1% v/v (860 mg/L) a 30°C por 250 rpm. 

Para comprobar la capacidad de Rhodococcus sp. B7-I de degradar crudo extra ligero (API 

40) bajo condiciones aeróbicas la cepa fue inoculada en medio MMSw y crudo API 40 al 

0.1% v/v (860 mg/L) por triplicado, además se estableció un triplicado correspondiente al 

control abiótico y estos ensayos fueron cosechados a los siete días de incubación a 30°C a 

250 rpm, y los hidrocarburos remanentes fueron extraídos y analizados por gravimetría y 

GC-FID. 
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En el análisis gravimétrico (Figura 9) se determinó una degradación del 29.5 % del crudo a 

los 7 días, comparando los triplicados inoculados con la cepa B7-I respecto a los controles 

abióticos. Por otra parte, en el análisis por GC FID (Figura 10) se observó que los picos 

detectados en los controles abióticos (Figura 10A) correspondientes a los diferentes 

hidrocarburos del API 40 que logran volatilizarse a 280°C, sufren una disminución 

significativa en los ensayos inoculados con la cepa B7-I (Figura 10B) comprobando su 

capacidad para degradar hidrocarburos.  

Figura 9. Análisis de degradación por 

gravimetría de crudo API 40 al 0.1% 

v/v (860 mg/L) por Rhodococcus sp. 

B7-I bajo condiciones aeróbicas. (Se 

muestra el porcentaje de degradación 

del crudo extra ligero que se obtuvo a 

los siete días de incubación). 

 

 

 

 

Figura 10. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 al 0.1% v/v (860 mg/L) 

por Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones aeróbicas. A) Replica 1 del control abiótico. B) 

Réplica 1 del ensayo inoculado con Rhodococcus sp. B7-I (Se muestra la degradación del 

crudo extra ligero que se obtuvo a los siete días de incubación). 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 10. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 

al 0.1% por Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones aeróbicas. A) Replica 1 del control 

abiótico. B) Réplica 1 del ensayo inoculado con Rhodococcus sp. B7-I. 
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Degradación micro-aeróbica de crudo API 40 por la cepa B7-I 

Para determinar la capacidad de Rhodococcus sp. B7-I, para crecer y degradar crudo extra 

ligero (API 40) como única fuente de carbono y energía bajo condiciones micro-aeróbicas, 

la cepa B7-I fue inoculada en 50 ml MMSw con API 40 al 0.1% v/v (860 mg/L) en botellas 

serológicas con tapón de teflón, y se incubó a 30°C sin agitación por siete días. El ensayo se 

realizó por triplicado en el cual se destinó un triplicado para monitorear crecimiento, otro 

para determinar degradación a los siete días de incubación y el último correspondiente al 

control abiótico.  

El crecimiento fue monitoreado por densidad óptica a 600 nm y de manera adicional por 

unidades formadoras de colonia (UFC), esto debido a que en el ensayo de crecimiento 

aeróbico se observó una desviación estándar de los datos grande. Para determinar las UFC se 

realizaron diluciones seriadas que posteriormente fueron sembradas en placas LB sólido 

(incubada a 30 ° C).  

En la Figura 11 se observa que la cepa B7-I es capaz de crecer bajo condiciones micro-

aeróbicas utilizando crudo API 40 como única fuente de carbono, sin embargo, podemos 

observar que con el análisis de UFC el inicio del crecimiento se puede observar entre las 24 

y 48 horas (Figura 8B), mientras que con densidad óptica se pudo detectar entre las 48 y 72 

horas (Figura 8A) comprobando que el análisis por UFC es más sensible y por lo tanto más 

adecuado para monitorear crecimiento en presencia de hidrocarburos. 

El análisis de degradación micro-aeróbica por gravimetría arrojó un porcentaje de 

degradación del 51.9% a los 7 días de incubación (Figura 12). Por otra parte, en la Figura 

13, se muestra el resultado del análisis por GC FID, en el cual se observa que los picos 

detectados en el control (Figura 13A) desaparecen casi en su totalidad en el ensayo inoculado 

con Rhodococcus sp. B7-I (Figura 13B). 
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Figura 11. Curva de crecimiento de Rhodococcus sp. B7-I en medio MMSw con crudo API 

40 al 0.1% v/v (860 mg/L) a 30°C. A) monitoreo por D.O., B) monitoreo por UFC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análisis de degradación por gravimetría de crudo API 40 al 0.1% v/v (860 mg/L) 

por Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones micro-aeróbicas. (Se muestra el porcentaje que 

se obtuvo de degradación del crudo extra ligero a los siete días de incubación). 
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Figura 13. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 al 0.1% v/v (860 mg/L) 

por Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones micro-aeróbicas. A) Replica 1 del control 

abiótico. B) Réplica 1 del ensayo inoculado con Rhodococcus sp. B7-I. 

Al comparar los ensayos que se realizaron en condiciones aeróbicas y micro-aeróbicas, los 

resultados sugieren que la degradación de crudo API 40 por Rhodococcus sp. B7-I es 

favorecida en las condiciones micro-aeróbicas utilizadas. Sin embargo, si comparamos los 

controles abióticos de ambos ensayos (Figura 10A y Figura 13A) podemos observar 

diferencias, que se deben a los cambios que va sufriendo el lote del crudo API 40, por ello 

para comprobar que la degradación de crudo extra ligero (API 40) por Rhodococcus sp. B7-

I es mejor bajo condiciones micro-aeróbicas, se corrió un ensayo al mismo tiempo de ambas 

condiciones de oxigenación. Para que las diferencias fueran más claras se decidió 

incrementar diez veces la concentración del crudo extra ligero API 40 1% v/v (8600 mg/L) 

y cosechar el ensayo después de un mes de incubación a 30°C. Para cada ensayo se 

establecieron sus controles abióticos por triplicado. 

El análisis gravimétrico (Figura 14) nos arrojó un porcentaje de degradación del 34.6 % en 

el ensayo aeróbico y del 60.4% en el ensayo micro-aeróbico. Por otra parte, el análisis por 

GC-FID (Figura 15) muestra una mayor degradación bajo condiciones micro-aeróbicas, 

pues se observa una mayor disminución de los picos respecto a la condición aeróbica. De 

esta manera se pudo comprobar que las condiciones micro-aeróbicas utilizadas favorecen la 

degradación de crudo extra ligero (API 40) por Rhodococcus sp. B7-I respecto a las 

condiciones aeróbicas. 
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Figura 14. Análisis de degradación por gravimetría bajo condición aeróbica & micro-

aeróbica de crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) por Rhodococcus sp. B7-I. (Se muestra el 

porcentaje que se obtuvo de degradación del crudo extra ligero al mes de incubación). 

 

Figura 15. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) por 

Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones aeróbicas & micro-aeróbicas. A) Replica 1 del 

control abiótico aeróbico. B) Réplica 1 del ensayo inoculado con R. sp. B7-I aeróbico. C) 

Réplica 1 del control abiótico micro-aeróbico D) Replica 1 del ensayo inoculado con R. sp. 

B7-I micro-aeróbico  
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Degradación de hidrocarburos puros  

Para determinar el crecimiento y degradación de Rhodococcus sp. B7-I con hidrocarburos 

puros (alifáticos y aromáticos) como única fuente de carbono y energía, se realizó un ensayo 

de crecimiento en el cual se seleccionaron seis hidrocarburos alifáticos y siete hidrocarburos 

aromáticos (Tabla 8), posteriormente se creció en MMSw con cada uno de los hidrocarburos 

puros (por separado) y se inoculó con B7-I, los cuales fueron incubados a 30°C a 250 rpm 

(condiciones aeróbicas), esto con la finalidad de saber cuáles eran los hidrocarburos alifáticos 

y aromáticos que utilizaba Rhodococcus sp. B7-I como única fuente de carbono y energía 

para su crecimiento.  

En la Tabla 8 inciso A, se muestra que la cepa B7-I es capaz de crecer con todos los 

hidrocarburos alifáticos utilizados, con excepción de decano, la ausencia de crecimiento con 

ese hidrocarburo puede deberse a su alta volatilidad. Por otra parte, en la Tabla 8 inciso B, 

podemos observar que la cepa B7-I es incapaz de crecer con los hidrocarburos aromáticos 

ensayados como única fuente de carbono y energía, para determinar si la ausencia de 

crecimiento se debía a una baja resistencia a la toxicidad de estos hidrocarburos por la cepa 

B7-I, se optó por agregarles hexadecano. Como se indica en la tabla 8 la cepa B7-I fue capaz 

de crecer en presencia de hexadecano en los hidrocarburos aromáticos utilizados (con 

excepción del ácido benzoico), indicando que es capaz de tolerar las concentraciones 

utilizadas, pero no de utilizar los hidrocarburos aromáticos como única fuente de carbono, 

por lo que en proyectos posteriores será necesario determinar si la cepa B7-I es capaz de 

degradarlos en presencia de una fuente de carbono alternativa. 
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A) Alifáticos Creció No creció 

Decano   - 

Undecano +   

Dodecano +   

Hexadecano +   

Octadecano +   

Octacosano +   

  

B) Aromáticos Solo Aromático Aromático c/hexadecano 

Benceno - + 

Naftaleno  - + 

Antraceno  - + 

Fenantreno - + 

Acenafteno  - + 

Tolueno  - + 

Ácido benzoico  - - 

 

Tabla 7. Crecimiento de Rhodococcus sp. B7-I, en presencia de diferentes hidrocarburos 

puros como única fuente de carbono A) Hidrocarburos alifáticos. B) Hidrocarburos 

aromáticos. 

Para comprobar la degradación por Rhodococcus sp. B7-I de hidrocarburos alifáticos de 

cadena corta se realizaron ensayos de crecimiento y degradación aeróbica. Se hizo una 

mezcla con los hidrocarburos alifáticos de cadena corta los cuales fueron: undecano, 

dodecano y hexadecano, posteriormente se inoculó a B7-I en MMSw con 0.1% v/v (860 

mg/L) de la mezcla y se incubó a 30°C a 250 rpm por siete días. El ensayo se realizó por 

triplicado donde se destinó un triplicado para monitorear crecimiento, otro para determinar 

degradación y el último correspondiente al control abiótico.   
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Figura 16. Se muestra el crecimiento de B7-I con undecano, dodecano y hexadecano de 

cadena corta como única fuente de carbono y energía. 

Para la degradación de estos hidrocarburos, el triplicado de los ensayos inoculados, así como 

el de los controles abióticos fueron cosechados después de los siete días de incubación y se 

realizó el análisis de degradación por gravimetría y GC-FID. 

En el análisis gravimétrico (Figura 17) nos muestra un porcentaje de degradación del 

85.18%. Por otra parte, el análisis por GC- FID muestra que el undecano y el dodecano se 

pierden en el control (Figura 18A), (debido a su volatilidad) y solo fue posible comprobar la 

degradación del hexadecano, cuyo pico disminuyó drásticamente en los ensayos (Figura 

18B). 
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Figura 17. Análisis de degradación por gravimetría 

bajo condición aeróbica de hidrocarburos alifáticos 

de cadena corta (undecano, dodecano, hexadecano) 

al 0.1% v/v (860 mg/L) por Rhodococcus sp. B7-I. 

(Se muestra el porcentaje que se obtuvo de 

degradación de hidrocarburos alifáticos de cadena 

corta a los siete días de incubación). 

 

 

 

 

Figura 18. Análisis de degradación por GC-FID de hidrocarburos alifáticos de cadena corta 

al 0.1% v/v (860 mg/L) por Rhodococcus sp. B7-I bajo condiciones aeróbicas. A) Replica 1 

del control abiótico. B) Réplica 1 del ensayo inoculado con Rhodococcus sp. B7-I. 

 

 

 

 



 

36 

 

Posteriormente, se optó por evaluar la degradación de hidrocarburos alifáticos puros por 

separado, de modo que esta se pudiera determinar por gravimetría, además se seleccionó la 

condición de micro-aeróbiosis dado a los resultados observados con el crudo API 40. Se 

analizó la degradación de octacosano, tetracosano, eicosano 1 g/L por separado, en medio de 

cultivo MMSw, después de 96 horas de incubación a 30°C sin agitación. Para cada 

hidrocarburo los ensayos y controles fueron realizados por triplicado. 

La figura 19 nos muestra los resultados del análisis gravimétrico del ensayo de degradación 

de hidrocarburos alifáticos puros por Rhodococcus sp. B7-I. Después de 96 horas de 

incubación se obtuvo una degradación de 7.7%, 4.4% y 25.81% para octacosano, tetracosano 

y eicosano respectivamente, demostrando que Rhodococcus sp. B7-I tiene la capacidad de 

degradar alcanos de cadena larga como lo sugería el ensayo de crecimiento con hidrocarburos 

puros como única fuente de carbono, pero con una tasa de degradación diferente para cada 

uno. 

 

Figura 19. Análisis de degradación por gravimetría bajo condición micro-aeróbica de 

hidrocarburos alifáticos (C28, C24 y C20) por Rhodococcus sp. B7-I. (Se muestra el 

porcentaje que se obtuvo de degradación de hidrocarburos alifáticos después de las 96 horas 

de incubación). 
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Detección de actividad surfactante por Rhodococcus sp. B7-I 

La producción de surfactantes por la cepa B7-I fue ensayada en presencia de diferentes 

fuentes de carbono incluyendo azúcares, ácidos orgánicos, hidrocarburos puros y crudo API 

40.  

Rhodococcus sp. B7-I fue inoculado en medio MMSw con glicerol, acetato, lactato, sacarosa, 

citrato y casaminoácidos, se incubó a 30°C a 250 rpm. Posteriormente, a las 48 horas se midió 

su crecimiento por D.O. a 600 nm para después centrifugar los cultivos y medir la tensión 

superficial de cada uno de los sobrenadantes. 

En la Figura 20 se muestra que B7-I es capaz de crecer con los diferentes azúcares y ácidos 

orgánicos como única fuente de carbono, pero no se detectó actividad surfactante (Figura 

21). 

En el ensayo con hidrocarburos puros, Rhodococcus sp. B7-I fue inoculado en MMSw con 

los hidrocarburos alifáticos (undecano, hexadecano, octadecano, octacosano) y crudo API 

40, se incubó a 30°C a 250 rpm, y se cosechó a las 72 horas para analizar su crecimiento por 

D.O. a 600 nm, posteriormente los cultivos fueron centrifugados para después medir la 

tensión superficial de cada uno de los sobrenadantes.  

 Como se muestra en la Figura 22, B7-I puede crecer con hidrocarburos alifáticos y crudo 

API 40 como única fuente de carbono, pero tampoco se detectó actividad surfactante con 

ninguno de estos compuestos (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 



 

38 

 

 

Figura 20. Crecimiento de Rhodococcus sp. B7-I con diferentes azúcares y ácidos orgánicos 

como única fuente de carbono. 

 

Figura 21. Producción de actividad surfactante por Rhodococcus sp. B7-I con diferentes 

fuentes de carbono. 
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Figura 22. Crecimiento de Rhodococcus sp. B7-I con diferentes hidrocarburos alifáticos y 

API 40 como única fuente de carbono. 

 

 

Figura 23. Producción de surfactante de Rhodococcus sp. B7-I con diferentes hidrocarburos 

alifáticos y API 40. 
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CONSORCIOS BACTERIANOS DEGRADADORES DE 

HIDROCARBUROS OBTENIDOS A PARTIR DE SEDIMENTOS DE 

LA ESTACIÓN B7 DEL GOLFO DE MÉXICO 

 

La cepa Rhodococcus sp. B7-I fue aislada de una muestra de sedimento marino de la estación 

B7, para su aislamiento no se realizaron enriquecimientos previos sugiriendo que este 

microorganismo podría ser abundante en dicho sedimento, para determinarlo, se purificó el 

DNA metagenómico de una muestra de dicho sedimento y posteriormente se realizó la 

síntesis y secuenciación de amplicones de la región V3-V4 gen rRNA 16S.  

Por otra parte, con el objetivo de determinar si es posible cultivar otros microorganismos 

degradadores de hidrocarburos, además de la cepa B7-I, a partir del mismo sedimento 

(Estación B7, Campaña Metagenómica 2), se realizaron enriquecimientos empleando crudo 

API 40 como única fuente de carbono en tres diferentes medios de cultivo 1) MMSw, MARS 

(Agua de mar suplementada con vitaminas, minerales, nitrógeno y fósforo) y MARNP (Agua 

de mar suplementada solo con nitrógeno y fósforo) como se describe en la sección de 

materiales y métodos. 

En los tres medios de cultivo se logró cultivar microorganismos con crudo como única fuente 

de carbono, incluso en el medio MARNP con el crudo como única fuente de carbono, 

indicando la presencia de microorganismos hidrocarbonoclastas en los tres diferentes 

enriquecimientos. Se realizaron varios intentos de obtener enriquecimientos con agua de mar 

sin suplementar en presencia de crudo API 40, sin embargo, nunca se detectó crecimiento, 

indicando que la adición de nitrógeno y fósforo al agua de mar empleada es necesaria. Para 

determinar la composición de la comunidad microbiana de cada uno de los tres consorcios, 

se realizó la purificación de DNA y posteriormente se realizó la síntesis y secuenciación por 

illumina de amplicones de la región V3-V4 gen rRNA 16S.  

Los datos obtenidos de secuenciación por illumina fueron filtrados, ensamblados y 

finalmente se realizó su asignación taxonómica como se describe en materiales y métodos 

(Lara P.).  
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La composición de la comunidad microbiana del sedimento B7 y de los consorcios 

B7_MMSw, B7_MARS y B7_MARNP fue analizada a diferentes niveles taxonómicos. En 

la figura 24, se muestra la abundancia relativa a nivel de clase de las 4 diferentes muestras y 

en las figuras 25, 26 y 27 se muestra la abundancia relativa a nivel de género, estas últimas 

fueron separadas para una mejor representación ya que a este nivel se encontraron diferencias 

muy importantes. 

En la muestra del sedimento B7 la clase más abundante fue Gammaproteobacteria, seguida 

por Alphaproteobacteria, Bacteroidia y Deltaproteobacteria (figura 24). En los consorcios 

B7_MARS y B7_MARNP la clase Gammaproteobacteria fue la más abundante, pero 

también se encontraron organismos de las familias alphaproteobacteria y Bacteroidia en 

abundancias relativamente altas, mientras que en el consorcio B7_MMSw se encontró 

conformado por Actinobacteria y Alphaproteobacteria en un 76% y 24% respectivamente 

(figura 24). 

De las secuencias que lograron asignarse a nivel de género, en el sedimento B7, C1-B045 

(perteneciente a Gammaproteobacterias) fue el más abundante, representando menos del 

10% (Figura 25). También se encontraron relativamente abundantes los géneros Colwelia, 

Porticoccus, Woeseia, sin embargo, en esta muestra, el 60% de las secuencias corresponden 

a géneros con menos del 1% de abundancia y en algunos casos, secuencias que no lograron 

asignarse a nivel de género (Figura 25). 

En el consorcio B7_MMSw los géneros Rhodococcus (Actinobacteria) y Aurantimonas 

(Aurantimonas) fueron los más abundantes representando un 76% y 22% respectivamente 

(Figura 26).  
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En los consorcios B7_MARS y B7_MARNP se encontró una población muy similar entre 

ellos, constituida principalmente por los géneros Alcanivorax y Marinobacter 

(Gammaproteobacterias) con una abundancia relativa del 78% y 10%, respectivamente. En 

estos consorcios también se encontraron los géneros Sneathiella (Alphaproteobacteria), 

Muricauda (Bacteroidia) e Idiomarina (Gammaproteobacteria) en abundancias mayores al 

1% (Figura 27).  

 

Figura 24. Abundancia relativa de las clases que componen la microbiota del sedimento B7 

y tres consorcios establecidos a partir de éste en diferentes medios de cultivo (MMSw, 

MARNP Y MARS). 
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Figura 25. Abundancia relativa a nivel de género de los microorganismos que componen la 

microbiota en el sedimento B7. 

 

Figura 26. Abundancia relativa a nivel de género de los microorganismos que componen la 

microbiota en el consorcio B7 MMSw. 



 

44 

 

 

Figura 27. Abundancia relativa a nivel de género de los microorganismos que componen la 

microbiota en los consorcios B7 MARS y MARNP. 

Degradación de crudo API 40 por los consorcios bacterianos 

Para evaluar la capacidad de degradación de crudo extra ligero (API 40) por los consorcios 

cB7-MMSw, cB7-MARS y cB7-MARNP, se realizaron ensayos por triplicado en el medio 

de cultivo correspondiente, adicionando crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) e inoculando 

cada ensayo con la alícuota criopreservada de consorcio correspondiente. Los cultivos fueron 

incubados a 30°C sin agitación durante 30 días. Para cada medio de cultivo se realizó su 

control abiótico por triplicado. 

De acuerdo con el análisis gravimétrico, se encontró un porcentaje de degradación del 21.8%, 

6% y 4.6% por los consorcios cB7-MMSw, cB7-MARS y cB7-MARNP respectivamente 

(Figura 28). Posteriormente, en el análisis cromatográfico, únicamente se detectó 

degradación en el ensayo con el consorcio cB7-MMSw (Figura 29), mientras que los otros 

mostraron un perfil de hidrocarburos básicamente idéntico a sus controles (Figuras 30 y 31). 

Estos resultados indican que sí fue posible establecer consorcios de microorganismos capaces 

de crecer con crudo API 40 con requerimientos nutricionales mínimos (MARNP: agua de 

mar, amonio y fosfato) sin embargo, bajo esas condiciones su actividad degradadora fue 

escasa. Dado que no hubo diferencias importantes entre la degradación por cB7-MARS (agua 
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de mar, vitaminas, minerales, amonio y fosfato) y cB7-MARNP, se puede concluir que la 

presencia de vitaminas y minerales no mejoró la actividad degradadora.  

 

 

Figura 28. Análisis de degradación por gravimetría en tres diferentes medios de cultivo con 

crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L), por los consorcios bacterianos obtenido a partir de una 

muestra de sedimento de la estación B7 (Metagenómica 2) (se muestra el porcentaje de 

degradación que se obtuvo después de 30 días de incubación). 

 

Figura 29. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) por 

un consorcio bacteriano obtenido de sedimento B7 en medio MMSw. A) control abiótico 

MMSw, B) ensayo inoculado con el consorcio bacteriano obtenido de sedimento B7. 
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Figura 30. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) por 

un consorcio bacteriano obtenido de sedimento B7 en medio MARS. A) control abiótico 

MARS, B) ensayo inoculado con el consorcio bacteriano obtenido de sedimento B7. 

 

 
 

Figura 31. Análisis de degradación por GC-FID de crudo API 40 al 1% v/v (8600 mg/L) por 

un consorcio bacteriano obtenido de sedimento B7 en medio MARNP. A) control abiótico 

MARNP, B) ensayo inoculado con el consorcio bacteriano obtenido de sedimento B7. 
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DISCUSIÓN 

El género Rhodococcus, es de gran interés biotecnológico, ya que se han reportado un 

importante número de cepas con actividad degradadora de contaminantes orgánicos, 

incluyendo hidrocarburos derivados de petróleo, por ello la caracterización de nuevas cepas 

con capacidades metabólicas distintas es de gran interés.  

En este proyecto de tesis se estudió la capacidad degradadora de crudo bajo condiciones 

aeróbicas y micro-aeróbicas por la nueva cepa Rhodococcus sp. B7-I aislada de sedimentos 

del Golfo de México. 

Rhodococcus sp. B7-I es capaz de degradar crudo API 40 bajo condiciones aeróbicas y micro-

aeróbicas, siendo esta última la condición más favorable para dicha actividad, 

En diversas cepas del género Rhodococcus, tales como Rhodococcus erythropolis M-25 (Pi 

et al., 2017), Rhodococcus sp. cepa JZX-01 (Li et al., 2013), Rhodococcus erythropolis cepa 

OSDS1 (Xia et al., 2017) y Rhodococcus sp. cepa NJ2 (Kumari et al., 2012), se ha reportado 

la degradación de crudo de diferentes grados API, en todos estos casos, los ensayos han sido 

llevados a cabo de manera aeróbica en presencia de agitación. Por ello, resulta muy 

interesante encontrar que en la cepa B7-I degrade crudo de manera más eficaz bajo 

condiciones micro-aeróbicas respecto a las aeróbicas, y sería relevante determinar si en otras 

cepas del género Rhodococcus se pueden obtener mejores resultados empleando condiciones 

micro-aeróbicas.  

Una mayor degradación bajo condiciones micro-aeróbicas, es en general algo novedoso, ya 

que comúnmente, se ha reportado que una buena aireación favorece la degradación de 

hidrocarburos. En nuestro estudio, la condición microaerobiosis es provocada por la ausencia 

de agitación, lo cual implica dos diferencias principales respecto a las condiciones aeróbicas 

comúnmente empleadas, 1) la concentración de oxígeno y 2) la agitación.   En muy pocos 

estudios se ha evaluado el impacto que tienen la agitación sobre la biodegradación de 

hidrocarburos. Syafruddin y colaboradores, reportaron que entre mayor era la agitación (250 

rpm), la degradación de hidrocarburos era más favorable (Syafruddin et al., 2010). 

Asimismo, Ferreira y colaboradores, reportaron que la agitación tuvo un efecto positivo en 

la degradación del petróleo crudo (Ferreira et al., 2012). Por otra parte, Stroud y 



 

48 

 

colaboradores, mencionan que la degradación en muestras de crudo no envejecidas se ve 

favorecida en presencia de agitación, a comparación del petróleo ya envejecido para el cual 

la degradación es mejor en condiciones sin agitación (Stroud et al., 2009).  La agitación (o 

su ausencia) podrían influir de manera positiva o negativa en el contacto que tiene el 

microorganismo con los componentes del crudo dependiendo de los mecanismos que este 

posea para acceder a los hidrocarburos. Por estos motivos, se propone que en futuros estudios 

se realicen experimentos para determinar el efecto sobre la degradación tanto de la 

oxigenación como de la agitación de manera independiente. 

En diversas cepas del género Rhodococcus se ha reportado la capacidad de degradar 

hidrocarburos alifáticos de cadena variable. Por ejemplo, Rhodococcus BZ22, el cual degrada 

C16 en un 75% después de 14 días (Margesin et al., 2012), Rhodococcus sp. p52 el capaz de 

degradar tetradecano y tetracosano (Yang et al., 2014), R. sp. TMP2 degrada n-alcanos de 

entre C9 y C24 (Takei et al., 2008) y R. wratislaviensis IFP 2016 que degrada octano y 

hexadecano (Auffret et al., 2009). En este trabajo encontramos que la cepa B7-I, tiene la 

capacidad de degradar hidrocarburos alifáticos de cadena variable en diferentes porcentajes, 

observando una degradación de C20 del 25.4% después de 96 horas. Por otra parte, se 

encontró que es capaz de resistir altas concentraciones de hidrocarburos aromáticos, pero es 

incapaz de utilizarlos como única fuente de carbono y energía bajo las condiciones de cultivo 

ensayadas. Para algunas cepas de Rhodococcus se ha reportado la necesidad de adicionar 

algún surfactante para que el microorganismo sea capaz de degradar compuestos aromáticos 

(Peng et al,. 2007) (Iwabuchi et al., 2002), por lo que en estudios futuros se explorará dicha 

condición para evaluar degradación de hidrocarburos aromáticos por la cepa B7-I.  

Como se mencionó anteriormente, los mecanismos para acceder a los hidrocarburos son de 

gran importancia para permitir la degradación de estos. En el caso de la cepa B7-I, no se 

encontró actividad surfactante en presencia de hidrocarburos ni de otras fuentes de carbono, 

en contraste con diferentes cepas del Rhodococcus degradadoras de hidrocarburos tales como 

la cepa JZX-01, la cual se reportó por Li y colaboradores como un gran degradador de 

hidrocarburos de cadena larga del petróleo crudo en un tiempo corto y a diferentes 

temperaturas, esto gracias a su gran capacidad de producción de biosurfactante (Li et al., 

2013). Lo cual sugiere que la cepa B7-I posee otras estrategias para poder iniciar el contacto 



 

49 

 

con hidrocarburos, que podría incluir contacto directo o la producción de emulsificantes (sin 

actividad surfactante).  

Entre las cepas del género Rhodococcus degradadoras de hidrocarburos derivados del 

petróleo se han identificado un gran número de genes asociados a degradación de 

hidrocarburos, tales como alkB, que participan en la degradación de alcanos, dioxigenasas 

que participan en la degradación de xileno y tolueno, los genes tmoA, xylM y xylE1, 

involucrados en la degradación de benceno, tolueno, xileno y etilbenceno (BETEX) (Gűrtler 

y Seviour 2010). Para estudiar la presencia de este tipo de genes en la cepa B7-I, su genoma 

completo fue secuenciado, desafortunadamente por motivos de la pandemia originada en este 

año 2020, el análisis de dicho trabajo quedó pendiente y es una de las perspectivas a corto 

plazo. 

En el presente proyecto de tesis, en adición a la caracterización de Rhodoccocus sp. cepa B7-

I, se llevó a cabo el estudio de la composición de la comunidad microbiana de la muestra de 

sedimento B7 y se obtuvieron enriquecimientos bacterianos a partir de este con crudo como 

única fuente de carbono con el objetivo de determinar si era posible aislar otros 

microorganismos degradadores de hidrocarburos a partir de la misma muestra, pero mediante 

enriquecimientos selectivos. 

El análisis de la comunidad microbiana presente en la muestra de sedimento de la estación 

B7 mediante la secuenciación de amplicones del gen 16S rRNA, indica que el género 

Rhodococcus forma parte de la microbiota rara ya que no fue posible detectarlo. Por otra 

parte, se identificaron otros géneros con posible capacidad hidrocarbonoclasta. 

En el sedimento B7 se encontraron muy abundantes, el género C1-B045 el cual ha sido 

pobremente estudiado, el género Colwelia, previamente reportado como un grupo de 

organismos psicrofilicos, facultativamente anaeróbicos, y resulta muy interesante su 

presencia, pues este género fue encontrado como dominante durante el derrame Deepwater 

Horizon oil, y se demostró su capacidad para degradar hidrocarburos aromáticos (Mason et 

al., 2014), otros géneros presentes en el sedimentos B7 potencialmente capaces de degradar 

hidrocarburos (de acuerdo a otros reportes), son Porticoccus (Gutiérrez et al., 2012) 

Cycloclasticus (Kasai et al., 2002) y Woeseia (Bacosa et al., 2018). 
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Como se esperaba, la diversidad en los tres consorcios fue menor que en la muestra de 

sedimento del cual provienen. Como se describe en la sección de resultados los consorcios 

cMARS y cMARNP fueron muy similares, en ellos se encuentran enriquecidos los géneros 

Alcanivorax y Marinobacter y en menor medida Sneathiella, Muricauda e Idiomarina. 

Alcanivorax, Marinobacter son dos de los géneros más estudiados con capacidades 

hidrocarbonoclastas, en cepas pertenecientes a estos géneros se ha encontrado las 

capacidades de degradar alcanos pesados y aromáticos policíclicos (SadrAzodi et al., 2019; 

Dell´Anno et al., 2020; Rodrigue et al., 2020). También existen algunos reportes de cepas 

pertenecientes al género Idiomarina capaces de degradar hidrocarburos, tales como 

Idiomarina piscisalsi cepa 10PY1A, la cual es capaz de capaz de degradar hidrocarburos 

aromáticos policíclicos como el pireno, gracias a que cuenta con genes que codifican a la 

degradación de este compuesto (Nzila et al., 2018). En organismos pertenecientes a los 

géneros Sneathiella y Muricauda la degradación de hidrocarburos no ha sido demostrada, sin 

embargo, se han encontrado ambientes y en consorcios durante procesos de degradación de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (Sauret et al., 2014; Uribe-Flores et al., 2019), lo cual 

sugiere que podrían degradar hidrocarburos o algunos de sus derivados. En nuestros ensayos 

MARS Y MARNP fueron suplementados con crudo API 40 como única fuente de carbono, 

y se comprobó que en la ausencia de hidrocarburo no se obtenía crecimiento bacteriano, esto 

implica que los microorganismos enriquecidos en estos medios de cultivo son capaces de 

degradar hidrocarburos o alguno de los productos de degradación producidos por algunos de 

los organismos que componen el consorcio. 

En el consorcio B7-MMSw, se obtuvo una población drásticamente diferente, en este, se 

encontraron únicamente 7 géneros, entre ellos Rhodococcus (Actinobacteria) y 

Aurantimonas (Alphaproteobacteria) fueron los dominantes. El enriquecimiento mayoritario 

de Rhodococcus en el medio MMSw sugiere que este medio además de ser adecuado para la 

degradación de hidrocarburos, también es muy adecuado para enriquecer al género 

Rhodococcus, ya que este no fue detectado en el análisis de la muestra de sedimento, lo cual 

sugiere que su abundancia en este es muy baja. En el género Aurantimonas no ha sido 

demostrada la capacidad para degradar hidrocarburos, sin embargo, su presencia en el 

consorcio MMSw resultó muy interesante pues se ha reportado el aislamiento de cepas de 

este generó a partir de microambientes que se encuentran en la interfase óxica/anóxica tales 
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como la cepa SI85-9A1 (Anderson et al., 2009) y en nuestro caso el enriquecimiento se llevó 

a cabo en condiciones micro-aeróbicas. El género Aurantimonas se ha reportado en 

enriquecimientos bacterianos en presencia de hidrocarburos aromáticos (Gallego et al., 

2014). Bajo las condiciones ensayadas, se encontró una mayor degradación API 40 al 1% v/v 

(8600 mg/L) después de un mes de incubación  con la cepa Rhodococcus sp. B7-I (64.4%), 

en comparación con el consorcio cB7-MMSw (21.8%), sin embargo, estos ensayos no son 

totalmente comparables ya que el ensayo de degradación con el consorcio cB7-MMSw fue 

inoculado con alícuotas criopreservadas, mientras que el ensayo con la cepa Rhodococcus 

sp. B7-I fue inoculado con cultivos frescos, por ello será necesario realizar estudios 

posteriores para explorar las capacidades degradadoras del consorcio cB7-MMSw bajo 

condiciones óptimas. 

CONCLUSIONES 

● Rhodococcus sp. B7-I es capaz de degradar crudo API 40, así como alcanos de cadena 

larga, utilizándolos como única fuente de carbono y energía, tanto como con algunos 

hidrocarburos puros alifáticos. Las condiciones micro-aeróbicas empleadas fueron 

más favorables que las aeróbicas para la degradación por esta cepa. 

● No se detectó actividad surfactante en los cultivos de Rhodococcus sp. B7-I, 

indicando que posee estrategias diferentes para acceder a los hidrocarburos. 

● Por estas características Rhodococcus sp. B7-I posee un potencial biotecnológico 

muy importante, ya que puede ser utilizado para el tratamiento de aguas 

contaminadas, con las ventajas de que genera poca biomasa, no requiere gastos en 

aeración y degrada muy rápido. 
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PERSPECTIVAS 

❖ Degradación de hidrocarburos aromáticos por Rodococcus sp. B7-I, en presencia de 

una fuente de carbono y energía adicional y en presencia de surfactante. 

❖ Monitorear concentraciones de oxígeno. 

❖ Análisis de las fracciones que degradan crudo API 40.
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