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Il. RESUMEN

Se llevd a cabo un estudio de microorganismos provenientes del rio Coatzacoalcos,
en Veracruz, el cual en el afio de 2004 sufri6 un derrame de petréleo. El principal
objetivo de este estudio fue encontrar consorcios bacterianos y cultivos puros que
tuvieran la capacidad de utilizar estos hidrocarburos como fuente de carbono y asi
lograr la degradacion de los mismos.

Uno de los microorganismos aislados de los consorcios bacterianos que fueron
capaces de degradar hidrocarburos fue una especie de Desulfuromonas. La
caracterizacion del microorganismo demostré que se trataba de Desulfuromonas
palmitatis.

D. palmitatis es un microorganismo no movil, no flagelado, anaerobico obligado y
Gram-negativo (D. Lovley y col., 1995).

La caracterizacion del microorganismo aseguré que es capaz de reducir Fe(ll) de
forma desasimilatoria a Fe(ll) ya que puede usarlo como aceptor de electrones final
extracelular teniendo como fuente de carbono el acetato.

D. palmitatis crece en presencia de acetato, lactato y fumarato como donadores de
electrones, teniendo preferencia por el acetato.

En el caso particular del fumarato, el microorganismo es capaz de utilizar este
compuesto tanto como donador de electrones, ya que se demuestra el crecimiento
sin ninguna otra fuente de carbono y también como aceptor de electrones, porqué el
medio D.P. Unicamente contiene el fumarato como aceptor final.

A pesar de formar parte del grupo de las bacterias sulfatoreductoras, el
microorganismo no puede concretar su crecimiento con sulfato porque no tiene la
capacidad de utilizarlo como aceptor de electrones final, D. palmitatis no es reductor
de sulfato.
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IV.1 BIORREMEDIACION

El crecimiento de la poblacion y el avance de las actividades industriales a partir del
siglo XIX trajeron aparejados serios problemas de contaminaciéon ambiental. Desde
entonces, los paises generan mas desperdicios, muchos de ellos no biodegradables
0 que se degradan muy lentamente en la naturaleza, lo que provoca su acumulacion
en el ambiente sin tener un destino seguro o un tratamiento adecuado. De este
modo, en lugares donde no existe control sobre la emisién y el tratamiento de los
desechos, es factible encontrar una amplia gama de contaminantes. Habitualmente,
los casos de contaminacién que reciben mayor atencién en la prensa son los
derrames de petrdleo.

El Golfo de México por ser una zona con una alta actividad tanto petrolera como
maritima esta expuesta a la contaminaciéon por hidrocarburos. Por ello es de gran
interés estudiar la participacion ambiental y ecolégica que juegan las bacterias en la
biodegradacion del petréleo. (Garcia Cruz y Aguirre Macedo, 2014).

Gracias a su capacidad y diversidad metabdlica, los microorganismos pueden
transformar una gran variedad de contaminantes como por ejemplo los
hidrocarburos, en compuestos menos téxicos al ambiente por lo cual juegan un papel
importante en la degradacion natural del petroleo

En los procesos de biorremediacion generalmente se emplean mezclas de ciertos
microorganismos o0 plantas capaces de degradar o acumular sustancias
contaminantes tales como metales pesados y compuestos organicos derivados de
petréleo o sintéticos. Basicamente, los procesos de biorremediacion pueden ser de
tres tipos:
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biorremediacion

Degradacién Remediaciéon
enzimdtica microbiana

Figura 4.1: Esquema general de biorremediacion.

IV.1.1. DEGRADACION ENZIMATICA

Este tipo de degradacion consiste en el empleo de enzimas en el sitio contaminado
con el fin de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se obtienen en
cantidades industriales por bacterias que las producen naturalmente, o por bacterias
modificadas genéticamente que son comercializadas por las empresas
biotecnoldgicas.

IV.1.2. LA FITORREMEDIACION

La fitorremediacion es el uso de plantas para limpiar ambientes contaminados.
Aunque se encuentra en desarrollo, constituye una estrategia muy interesante,
debido a la capacidad que tienen algunas especies vegetales de absorber, acumular
y/o tolerar altas concentraciones de contaminantes como metales pesados,
compuestos organicos y radioactivos.

IV.1.3. REMEDIACION MICROBIANA

En este tipo de remediaciéon se usan microorganismos directamente en el foco de la
contaminacion. Los microorganismos utilizados en biorremediacion pueden ser los ya
existentes (autdctonos) en el sitio contaminado o pueden provenir de otros
ecosistemas, en cuyo caso deben ser agregados o inoculados. La descontaminacion
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se produce debido a la capacidad natural que tienen ciertos organismos de
transformar

Moléculas organicas en sustancias mas pequefas, que resultan menos toxicas. El
hombre ha aprendido a aprovechar estos procesos metabdlicos de los
microorganismos. De esta forma, los microorganismos que pueden degradar
compuestos toxicos para el ambiente y convertirlos en compuestos inocuos 0 menos
toxicos, se aprovechan en el proceso de biorremediacion. De esta forma, reducen la
polucion de los sistemas acuaticos y terrestres. La gran diversidad de
microorganismos existente ofrece muchos recursos para limpiar el medio ambiente vy,
en la actualidad, esta area esta siendo objeto de intensa investigacion.

Existen, por ejemplo, bacterias y hongos que pueden degradar con relativa facilidad
petroleo y sus derivados, benceno, tolueno, acetona, pesticidas, herbicidas, éteres,
alcoholes simples, entre otros. Los metales pesados como uranio, cadmio y mercurio
no son biodegradables, pero las bacterias pueden concentrarlos de tal manera de
aislarlos para que sean eliminados mas facilmente (ArgenBio, 2006).

IV.2. MICROORGANISMOS QUE LLEVAN A CABO LA BIORREMEDIACION

Los microorganismos estan presentes en los medios naturales y son responsables
de la mayor parte de los ciclos de compuestos como carbono, nitrdgeno, azufre y
foésforo. Todos estos microorganismos juegan un papel muy importante en los
procesos de biorremediacion.

Las bacterias son el grupo de organismos mas abundantes en el suelo, miles de
especies han sido identificadas y probablemente habra otras miles sin identificar.
Debido a su diversidad, las bacterias se encuentran en comunidades heterogéneas,
algunas son degradadores primarios, esto es, inician la degradaciéon de los
compuestos organicos en los suelos, y otras especies crecen en los compuestos
resultantes de una primera degradacion parcial (Lopez Lafuente, 2007).

Los microorganismos requieren una fuente de energia y una fuente de carbono para
desarrollar su proceso metabdlico y crecer. La energia la pueden obtener de
cualquiera de las siguientes fuentes: materia organica, materia inorganica y la luz. La
fuente de carbono puede ser el didxido de carbono o los carbonatos. Cuando la
materia organica e inorganica es usada como fuentes de energia (donadores de
electrones), los aceptores de electrones son necesarios para completar la reaccion
de 6xido-reduccion. El oxigeno es el aceptor de electrones mas ampliamente usado,
aunque también son aceptores: NOs, NO2, SO4, Fe(lll), Mn (IV) y CO2. Cuando la luz
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es fuente de energia, debe antes ser convertida en energia quimica. En funcion del
tipo de

energia que los microorganismos utilizan del dador y aceptor de electrones
requerido, y de la fuente de carbono, se determinan tanto, los procesos metabdlicos
gue tienen lugar, como cuales son los mas eficaces en los procesos de
biorrecuperacion.

Durante la respiracion, el aceptor final de electrones es el compuesto que recibe e al
final de la cadena transportadora de electrones. Las bacterias aerobias respiran Oz,
las anaerobias respiran utilizando otros compuestos y las bacterias facultativas
pueden usar Oz u otros compuestos (Bastardo y Pedrique, 2008).

La respiracion anaerobia, es un proceso metabdlico que consiste en la
oxidorreduccion de diferentes compuestos. Los electrones liberados son aceptados
por moléculas diferentes al oxigeno. Las bacterias que dependen de este tipo de
respiracion, cuentan con cadena de transporte de electrones con ciertas variantes.

Los sistemas de transporte de electrones en la respiracion anaerobia estan
acoplados a aceptores exogenos diferentes al oxigeno, estos sistemas a menudo se
encuentran ramificados y son mas complejos que la cadena de transportadores de
electrones parala respiracién aerobia, también los sistemas para anaerobiosis
difieren para cada microorganismo, inclusive para cada tipo de aceptor de electrones;
ya que actuan enzimas distintas, aunque existe mucha similitud en los procesos.

La respiracion anaerobia utiliza aceptores de electrones exdégenos como el nitrato,
sulfato COz, Fe(lll), y SeOs, inclusive pueden usarse aceptores organicos como el
fumarato.

Sin duda, la transferencia de electrones en estos microorganismos tiene una
importancia notable, tanto a nivel de la fisiologia del microorganismo con respecto al
nicho que ocupan en el subsuelo, como para las aplicaciones en las que son
empleados actualmente de manera exitosa, como son la bioremediacién de acuifero

subterraneos y suelos contaminados por metales pesados, tales como uranio,
tecnecio, vanadio y cromo. Dichos metales al ser reducidos se precipitan, facilitando
su posterior remocion; asi como la generacidon de bioelectricidad en celdas
microbianas de combustible, constituyendo una fuente alternativa de energia
renovable.


https://definicion.de/oxigeno/
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V. DESCRIPCION DE LA EMPRESA U ORGANIZACION Y
DEL PUESTO O AREA DEL TRABAJO DEL ESTUDIANTE

La misién fundamental del Instituto es desarrollar la biotecnologia moderna en la
UNAM a partir de investigacion de excelencia académica y de frontera v,
paralelamente, la formacion de recursos humanos especializados; sus objetivos son:

1. Realizar investigacion y generar conocimiento en las areas y disciplinas que
se cultivan en el Instituto: biologia molecular, biologia celular, microbiologia,
virologia, bioquimica, ingenieria bioquimica, inmunologia, biologia estructural,
biologia del desarrollo, gendémica, ecologia microbiana y bioinformética, entre
las mas importantes.

2. Utilizar el conocimiento en biologia para desarrollar tecnologia biolégica
competitiva, de preferencia en colaboracion con el sector industrial, orientada
a la solucién de problemas en las areas de salud, agropecuaria, industrial,
energética y ambiental.

3. Participar en la formacion de recursos humanos, preferentemente a través de
Su incorporacion en proyectos de investigacion multidisciplinarios y en
colaboracion con otras dependencias de la UNAM, en particular las facultades
afines, y de otras universidades.

4. Contribuir a la divulgacién del conocimiento en la sociedad

Actualmente existen 4 grandes grupos de investigacion en el instituto de
biotecnologia, estos son: biologia molecular en plantas, genética del desarrollo y
fisiologia molecular, microbiologia molecular, medicina y bioprocesos e ingenieria
celular y biocatalisis.

En el departamento de ingenieria celular y biocatélisis se encuentran temas como,
analisis y manipulacion de la relacion estructura-funcion de enzimas, efectos
hidrodindmicos, desarrollo y escalamiento de procesos de fermentacion, fisiologia y
bioprocesamiento de cultivos miceliares, evolucion dirigida de proteinas y generacion

de bioelectricidad y biorremediacion de sitios contaminados por metales pesados e
hidrocarburos, entre otros.

El grupo de la doctora Katy Juarez Lépez es responsable de 3 lineas de
investigacion, Generacion de bioelectricidad, biorremediacién de metales pesados en
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diversos sedimentos y Aislamiento y caracterizacion de bacterias anaerdbicas
hidrocarbonoclasticas de sedimentos del Golfo de México y el Rio Coatzacoalcos, en

esta Ultima linea se han estudiado y analizado las comunidades bacterianas
anaerobias que pueden llevar a cabo la degradacion de hidrocarburos en sedimentos
acuaticos tanto marinos como de rios.

En la actualidad se conoce una amplia diversidad de microorganismos anaerobios
con la capacidad de oxidar hidrocarburos mediante el uso de distintos aceptores de
electrones (Nitrato, 6xidos metalicos, sulfato y metano).

En el laboratorio de la doctora Katy Juarez se han aislado una variedad de
microorganismos, entre ellos una bacteria denominada Desulfuromonas spp., esta
fue aislada de un rio contaminado con hidrocarburos en Coatzacoalcos, Veracruz.

Mi trabajo en el laboratorio del instituto sera llevar a cabo la caracterizacién de este
microorganismo, asi como su posible aplicacion en la remediacion de aguas
contaminadas con hidrocarburos y degradacion de metales.

VI. PROBLEMAS A RESOLVER.

e El incremento de contaminacion en distintos tipos de ecosistemas como suelo
y sedimentos marinos y de rios ha causado un interés por encontrar
microorganismos que sean capaces de remediar esos sitios empleando la
respiracion celular.

e En los dltimos afos, la contaminacion por derrames de petroleo en rios y
mares ha ido en aumento y las técnicas de purificacion solo disfrazan la
contaminacion sin llegar a dar una solucion.

e En la actualidad, a obtencién de energia provine en un 80% de combustibles
fésiles, por lo cual es necesario implementar nuevas fuentes de energias
renovables y amigables con el medio ambiente.

Estos tres puntos han llevado a la busqueda y descubrimiento de microorganismos
anaerobios que tengan la capacidad de remediar sitios contaminados con distintos
compuestos y/o metales, que estén estrechamente ligados a la respiracion
celular.Se sabe que existen microorganismos que pueden transferir sus electrones a
electrodos y con ello generar energia eléctrica.

11
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VIl. OBJETIVOS (GENERAL Y ESPECIFICOS)
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a Desulfuromonas spp, y su potencial reductor de metales asi
como su habilidad para la degradacion de hidrocarburos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el crecimiento de Desulfuromonas spp. a valores distintos de
temperatura.

Estudiar el crecimiento de Desulfuromonas spp. a distintos rangos de pH.
Realizar pruebas con distintos compuestos como donadores de electrones.
Determinar la capacidad reductora de Fe(lll).

Determinar la estructura de la biopelicula y su aplicacién en CCM.

a s ownN

VIIl. JUSTIFICACION

Son muchos los elementos que deterioran el medio natural, y muchas las actividades
del hombre que tienen consecuencias negativas en los recursos naturales de la
Tierra. Cada vez es mayor el nimero de alarmas que se disparan para alertarnos de
los riesgos, no existe ningdn medio que no esté afectado, o con grandes
posibilidades de afectarse, y no existe ninguna solucion que garantice la plena
resolucién de los peligros.

Las distintas actividades antropogénicas como lo son el uso desmedido de
plaguicidas y productos quimicos, la deforestacion, la excesiva explotacién de los
combustibles fosiles, la mineria y la generacién de basura son algunos de los
causantes del aumento de los indices de contaminacién en distintos sitios, ya sean
suelos, aguas o sedimentos acuaticos.

Esta contingencia ambiental tiene como resultado la busqueda e investigacion de
alternativas rentables que permitan reducir los indices de contaminacién en el
planeta

12
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en cualquiera de sus ambitos, es por eso que el descubrimiento de microorganismos
con capacidades remediadoras resulta muy oportuno.

La implementacién de estos microorganismos es una herramienta potencial y de
poco estudio que tiene como objeto la mitigacion ambiental provocada por los
derrames de petréleo e incorporacion de metales al medio.

La reduccion de metales pesados por microrganismos es de gran importancia ya que
altera sus caracteristicas fisicas haciéndolas menos toxicas o mas faciles de remover
del ambiente.

La biorremediacion tiene el potencial para restaurar ambientes contaminados con
metales pesados, pero la carencia de informacién acerca de los factores que
controlan el crecimiento y el metabolismo de los microrganismos en dichos
ambientes limitan su implementacion.

13
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IX. MARCO TEORICO

IX.1 DESCRIPCION DE LA BACTERIA Desulfuromonas sp.

Desulfuromonas sp es una bacteria gram negativa, conocida por ser una eubacteria
reductora de azufre a través de la conversién de azufre elemental en sulfuro. A
diferencia de otras bacterias reductoras de azufre, no reduce el sulfato. Hasta el
momento se sabe que la mayoria de las bacterias que reducen sulfato son capaces
de reducir Fe(lll), es por eso que se le ha prestado interés a este tipo de
microorganismaos.

Este grupo de bacterias, al igual que otras bacterias reductoras de azufre, tienen un
metabolismo muy singular y complejo. Desulfuromonas utiliza una variedad de
enzimas y compuestos organicos para reducir el sulfato en sulfuro. El proceso de
reduccion es extremadamente complejo, y el flujo de equivalentes reductores de
donantes de electrones a menudo esta vinculado a la conservacion de la energia
respiratoria utilizando un rango de portadores de electrones.

La reduccion al sulfuro del proceso de sulfato reduccion tiene el traslado de ocho
electrones y utiliza una variedad de productos intermedios, las Desulfuromonas
tipicamente dejarian de crecer hasta el momento en el que exista presencia de
sulfatos (forma oxidada de sulfuro) (R. Rabus , 2004).

Tabla 9.1: Filogenia de Desulfuromonas.

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Deltaproteobacteria
Orden: Desulfuromonadales
Familia: Desulfuromonadaceae
Género: Desulfuromonas
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Acetexigens, Acetoxidans, Carbonis, Chloroethenica,

E ies: i i itati ' iophi
Species Michiganensis, Palmitatis, Sualbardensis, Thiophila.

Actualmente, el género Desulfuromonas, en especial las especies de D. acetexigens
y D. acetoxidans tienen aplicacibn en celdas microbianas de combustible y
remediacion de suelos asi como aguas contaminadas.

Como se muestra en la tabla 9.1, se han descrito ocho especies distintas de este
género sulfato reductor, en la siguiente tabla (Tabla 9.2) se muestran los articulos en
los cuales se citan estas nuevas especies, de igual forma se muestran las
publicaciones mas recientes de esos mismos microorganismos.

Tabla 9.1: Reportes importantes que citan distintas especies de Desulfuromonas.

Especie Articulo

Desulfuromonas acetexigens sp. nov., a dissimilatory sulfur-
reducing eubacterium from anoxic freshwater sediments,

D.acetoxigens 1993.///Draft Genome Sequence of Desulfuromonas
acetexigens Strain 2873, a Novel Anode-Respiring Bacterium,
2017.

Desulfuromonas acetoxidans gen. nov. and sp. nov., a new
anaerobic, sulfur-reducing, acetate-oxidizing bacterium, 1976.

D. acetoxidans | ///Nature of the Surface-Exposed Cytochrome-Electrode
Interactions in Electroactive Biofilms of Desulfuromonas
acetoxidans. 2015

Desulfuromonas carbonis sp. nov., an Fe(lll)-, SO- and Mn(IV)-
D. carbonis reducing bacterium isolated from an active coalbed methane
gas well, 2015
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IX. MARCO TEORICO.

Desulfuromonas chloroethenica sp. nov. Uses
Tetrachloroethylene and  Trichloroethylene as Electron
Acceptors, 1997.

D.
chloroethenica

Characterization of two tetrachloroethene-reducing, acetate-
D. michiganensis = 0Xidizing anaerobic bacteria and
theirdescriptionas Desulfuromonas michiganensis sp. Nov, 2003

Desulfuromonas svalbardensis sp. nov. and Desulfuromusa
D. svalbardensis | ferrireducens sp. nov., psychrophilic, Fe(lll)-reducing bacteria
isolated from Arctic sediments, Svalbard, 2006

Desulfuromonas thiophila sp. nov., a new obligately sulfur-
D. thiophila reducing bacterium from anoxic freshwater sediment, 1997.

Isolation and Genomic Characterization of 'Desulfuromonas
D. soudanens soudanensis WTL', a Metal- and Electrode-Respiring Bacterium
from Anoxic Deep Subsurface Brine. 2016.

XI.2 Desulfuromonas palmitatis.

El aislamiento y primeros acercamientos con base en la secuencia del 16s RNA
ribosomal de la bacteria aislada dan como resultado que corresponde a la especie D.
palmitatis

Desulfuromas palmitatis es un organismo marino anaerobio, capaz oxidar
compuestos organicos complejos completamente a didxido de carbono con Fe (lll)
como aceptor de electrones. Este organismo, es un no mévil, no flagelado, Gram-
negativo. Conserva la energia para el crecimiento y la oxidacion de acetato, lactato,
succinato, fumarato, laurato, palmitato o estearato (D. Lovley y col.1995).

El Unico registro de esta especie data de septiembre del afio 1995, es un articulo
bajo el nombre de “Desulfuromonas palmitatis sp. nov., a marine dissimilatory Fe(lll)
reducer that can oxidize long-chain fatty acids” bajo la autoria de Coates JD,
Lonergan DJ, Philips EJ, Jenter H, Lovley DR.
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS.

X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS
ACTIVIDADES REALIZADAS

Todas las pruebas que se llevaron a cabo fueron realizadas en dos medios de cultivo
anaerobios distintos, los cuales son: medio Desulfuromonas palmitatis (D.P) y medio
citrato férrico.

X.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA Desulfuromas palmitatis

X.1.1 MEDIO D.P

e Soluciéon a

NacCl 20.80 g
KCI 0.77¢g
NH4ClI 1.00 g
KH2PO4 0.10g
MgSOasx 7 H20 0.20 g
CaCl2x H20 0.02g
Acetato de sodio x 3H20 1369

DL minerales 10.00 mL
Na-resazurina (0.1% wiv) 0.50 mL
Agua 860.00 mL

e Solucién B (aireacién individual solo con nitrdgeno)

MgCl2 x 6H20 10.60g
CaCl2 x 2H20 15049
Diluir en agua 50 mL

e Solucion C

NaHCOs 25009
Diluir en agua 30.00 mL

e Solucién D
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

DL vitaminas 10.00 mL

e Solucion E

Naz-Fumarato 8.00 g
Diluir en agua 50 mL

Por cada 10 mL de medio de cultivo se agregan:

e 0.5 L delasolucion B

e 200 pL de la solucién de ditionito de sodio.
e 100uL de acetato

e 200pL de la solucién de inoculo.

Este medio de cultivo se burbujea con una proporcién de 80:20 de nitrégeno y
diéxido de carbono y fue obtenido de una lista de medios recomendados para
microorganismos “DSMZ”.

X. 1.2 MEDIO CITRATO Fe(lll)

1. Pesar 13.7 g de citrato férrico, y los elementos citados del punto 11 al 17. El
recipiente que contenga citrato férrico debe ser cubierto con aluminio para
evitar el contacto con la luz.

2. Preparar 500 mL de hidroxido de sodio al 0.15 N (NaOH) y colocar en hielo.
Adicionar 400 mL de H20 (agua milli Q) y agregar 7.5 mL de NaOH (hidréxido
de sodio) al 10N y finalmente ajustar el volumen a 500 mL.

3. Colocar 400 mL de agua y una barra de agitacion en un vaso de precipitado
de 2 L. (cubrir el vaso de precipitado con aluminio para evitar el contacto con
la luz.

4. Calentar el agua hasta punto de ebulliciébn en la parrilla de agitacion con
temperatura.

5. Colocar hielo y agua en un recipiente y colocarlos sobre la parrilla de agitacion
sin temperatura.

6. Cundo el agua llegue a ebullicion quitar el vaso de precipitado de la parrilla y
colocarlo en bafio de agua con hielo y ponerlo a agitar y adicionar
rapidamente los 13.7 g de citrato férrico.
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

7. Posteriormente, ya que la muestra de citrato férrico y agua sea homogénea,
agregar los 500 mL de NaOH al 0.15 N frio que fue previamente preparado. (la
mezcla debe estar en constante agitacion).

8. colocar un termdémetro en la solucion permite que el medio se enfrié a una
temperatura promedio de 20-25 °C

9. cuando el medio este en la temperatura indicada, retirar la cama de hielo y
colocar le medio en una bandeja de agitacion.

10.Realizar mediciéon de pH con la ayuda de un potencidmetro, y agregar NaOH
1N lentamente permitiendo que llegue al equilibrio hasta lograr un pH igual a 7

11.Agregar 10 mL de DL vitaminas

12.Agregar 10 mL de DL minerales

13.Agregar 2.5 g de NaHCOzs (bicarbonato de sodio).

14.Agregar 0.25 g de NH4Cl (cloruro de amonio).

15.Agregar 0.06 g de NaH2POs H20 (fosfato de sodio monobasico
monohidratado).

16.Agregar 0.1 g de KCI (cloruro de potasio).

17.Agregar 1.0 mL de 1 mM Na2SeOq (selenato de sodio)

18.Agitarse durante 5 minutos mas para asegurar una mezcla homogénea.

19.Ajustar el volumen a 1000 mL.

20.Colocar 10 mL de medio en tubos de ensayo.

21.Posteriormente burbujear el medio usando una mezcla 80:20 de N2:CO:2 por 8
minutos en la fase liquida (en el caso que se trate de una botella de 100 mL
burbujear 80 minutos en fase liquida y 30 minutos fuera de la fase liquida).

22.Después retirar la canula del medio liquido dejandola en el aire apretada con
el tapén de caucho.

23.Después quitar la canula 'y apretar el tapén de caucho.

24.Autoclavear por 20 minutos.

Este protocolo fue proporcionado por D. Lovley al grupo de trabajo de la doctora
Katy Juarez.

Por cada 10 mL de medio de cultivo se agregan:

e 100 pL de acetato
e 200 pL de la solucion de inéculo.

X.1.3 MEDIO MARINO SULFATO

El medio marino sulfato (MMS) es un medio sulfato reductor comunmente utilizado
para evaluar distintos donadores de electrones/ fuentes de carbono en
microrganismos sulfato reductores.
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

Para este proyecto, el MMS sera empleado para las pruebas de BTX e

hidrocarburos.
Solucion A:

Reactivo
Na2SO04
KH2PO4
NHa4Cl
NacCl
MgCl2 x 6 H20
KCI
CaCl2 x 2 H20
Diluir en agua

Solucién B;

Trace elemente SL — 10

Solucién C:

NaHCOs
Diluir en agua

Solucién D:

Solucién de vitaminas

Solucion E:

Na2SeO3 x 5 H20 — Sol

Solucion F;

Na2S x 9 H20
Diluir en agua

1 litro
3.00¢g
0.20¢g
0.20g
21.00¢

3.0¢9
0.50¢g
0.15¢
930 mL

1mL

2509
50 mL

10 mL

1.00 mL

0.4 g=a400 mg
10 mL

e Solucion A es preparada y autoclaveada anaerdbicamente en una relacion

80:20 N2:CO2

e Solucién B y D son preparadas como instruye la siguiente pagina
e Solucidén C es esterilizada por filtracion y gaseada por 20 min con N2/CO2
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

e Solucién E y F es preparada y autoclaveada bajo N2

e Solucién B y D son agregadas estériles a la solucion A

e El pH final del medio deberia ser de 7.0. Adicionar de 10 — 20 mg de ditionito
de sodio por litro.

Este medio de cultivo se obtuvo del articulo “Gram-Negative Mesophilic Sulfate-
Reducing Bacteria”, de Friedrich Widdel y Friedhelm Bak, 1992.

Para la preparacion de los medios de cultivo en forma anaerébica se desplazo el
oxigeno con la ayuda de una estacién de gases (Figura 10.1), burbujeando con COg,
N2, 80:20, esta proporcion fue utilizada en ambos medios de cultivo.

Figura 10:1 Estacion de gases del laboratorio, funciona con una columna de cobre,
calor y los tanques de gas de N2, COz2, e hidrégeno.

X. 2. PRUEBAS DE TEMPERATURA'Y pH

Todas las pruebas se llevaron a cabo en tubos anaerébicos de 10 mL de capacidad,
cada tubo contenia 5 mL de medio de cultivo. Se empled 2% (v/v) de inoculo.

Para las pruebas de temperatura se realiz6 el medio D.P, se burbujeo y esterilizo
para llevar a incubadoras con distintas temperaturas (4°C, 20°C y 30°C) durante 15
dias.
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

Las pruebas de pH se hicieron en medio D.P y el pH se ajust6 con HCl 0.5 N y NaOH
1 N, con la ayuda de un potencidmetro se evaluaron 4 niveles de pH distintos, los
cuales fueron 5, 6, 7 y 8.

El crecimiento se evalué por densidad oOptica cada 24 h en un espectrofotometro
marca Beckman Coulter, modelo DU 730 a una longitud de onda a 600nm.

X. 3. EVALUACION DE DONADORES DE ELECTRONES EN EL
MEDIO DP

Para las pruebas de donadores de electrones se evalué el crecimiento en medio D.P.
previamente burbujeado y esterilizado.

Se evaluaron 3 distintos donadores de electrones, los cuales fueron acetato 20 mM,
lactato 20mM vy fumarato (El medio ya contiene fumarato, 49.9 mM.) Las pruebas se
hicieron por triplicado y se incubaron a 30°C.

El medio de cultivo D.P. contiene fumarato y por ello no se agregé al momento de la
inoculacion.

El crecimiento se midié6 cada 24 h con ayuda de un espectrofotometro marca
Beckman Coulter, modelo DU 730 a 600 nm.

X.4. REDUCCION DE Fe(lll) COMO ACEPTOR DE ELECTRONES

Se empleé el medio citrato férrico, el cual tiene acetato como donador de electrones
y Fe(ll) soluble como aceptor final de electrones, por lo que se utilizé para
cuantificacion la reduccién de Fe(lll) soluble por Desulfuromonas palmitatis mediante
el ensayo de la ferrozina.

Los cultivos se hicieron por triplicado en tubos anaerdbicos con 10 mL de medio,
fueron inoculados 2%(v/v) del cultivo y cubiertos de | luz. Los tubos se incubaron a
30°C. Cada 24 horas se tomaron 100uL de muestra, se adicionaron respectivamente
a 900uL de HCI 0.5 N y se almacenaron. Una vez recolectadas todas las muestras
con HCI se procedi6 tomar 50uL de la mezcla y agregar esta muestra a 2.45 mL de
ferrozina (Ferrozina 2 mM, HEPES 50mM). Por lo ultimo se leyé la absorbancia de
las muestras a 562 nm.
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X. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

De manera paralela se realizd una curva estandar de Fe(ll) a distintas
concentraciones (0 uM, 0.4 uM, 2 uM, 4 uyM, 8 uM y 16 pM) con la finalidad de
cuantificar la reduccion de Fe(lll) y la produccion de Fe(ll) de la prueba realizada.

y+0.0015

. con un r? de
28.20&8

La ecuacion resultante de la cuerva estandar fue: x =
0.987

Donde y es el valor obtenido de la absorbancia y x la concentracion de Fe(ll).

X.5. FORMACION DE BIOPELICULA (BIOFILM)

Desulfuromonas al ser un microorganismo anaerobio forma un biofilm al fondo del
tubo, para conocer mas sobre este biofilm se pusieron FTO (vidrios semiconductores
de o6xido de estafio dopados con flior) en el fondo del medio con el lado no
conductor en direccién a las paredes del tubo.

El medio utilizando para esta prueba fue el medio D.P. con una pequefia variacion:
no se agrego fumarato al medio.

En el medio D.P. convencional, el fumarato cumple la funcién de aceptor final de
electrones, es por esto que para probar los FTO con este microorganismo fue
necesario realizar el cambio anteriormente mencionado.

Estas variaciones consistian en no agregar el fumarato para que la cepa pudiese
usar los FTO como aceptor de electrones y no adicionar la resazurina que agrega
una ligera coloracion al medio para que este fuera totalmente transparente y la
examinacion del biofilm fuera menos complicada.
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XI. RESULTADOS

X1.1 TEMPERATURA OPTIMA:

Los resultados del crecimiento de la cepa evaluado mediante densidad Optica a
distintas temperaturas se observa en la tabla 11.1 y en la figura 11.1

Tabla 11.1: Crecimiento del microorganismo por densidad 6ptica a 600nm, a
distintos rangos de temperatura.

I;z:'ai‘; 30°C 20°C 4°C (T:OTE':)’ 30°C 20°C 4°C
0 0.005 0.0075 0.003 312 0.152 0.14625  0.0015
24 0.011 0.014 0.004 336 0.145 0.158 0.001
48 0.016 0.0275 0.005 360 0.1425 0.1645 0.001
72 0.057 0.03 0.006 384 0.14 0.1592 0.001
96 0.09 0.0325 0.007 408 0.1376 0.154 0.001
120 0.137 0.038 0.0015 432 0.136 0.148 0.001
144 0.183 0.051 0.0015 456 0.138 0.1405 0.001
168 0.1937 0.067 0.002 480 0.136 0.1395 0.001
192 0.185 0.081 0.002 504 0.1396 0.1395 0.001
216 0.177 0.093 0.001 528 0.136 0.135 0.001
240 0.171 0.111 0.001 552 0.135 0.129 0.001
264 0.167 0.1221 0.001 576 0.13 0.123 0.001
288 0.16 0.1365 0.002

Temperatura
0.25
0.2
g 0.15
2
E 0.1
0.05

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504 528 552

Tiempo (Horas).

——30°C —8—20°C 4°C

Grafica 11.1: Crecimiento microbiano a distintas temperaturas
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Como se observa en la gréfica anterior (grafica 11.1), Desulfuromonas palmitatis
tiene un crecimiento Optimo a una temperatura de 30°C, por lo cual es un
microorganismo mesofilo.

Como se sabe la temperatura es uno de los factores mas importantes que influyen en
el desarrollo de un microorganismo, cuando la temperatura es muy baja (4°C) el
microrganismo reduce la velocidad a la cual se reproduce ya que hay poca fluidez
en la membrana, asi mismo, una baja temperatura genera una baja fluidez en el
trasporte de nutrientes. Las bajas temperaturas debilitan los enlaces en las proteinas
lo que provoca que la molécula asuma una nueva estructura cambiando su sitio
activo.

Como se observa en la grafica 11.1, el crecimiento a 30°C muestra una curva tipica
de crecimiento Optimo pues las reacciones enzimaticas alcanzan su velocidad
maxima, sin embargo a 20°C nos encontramos con un crecimiento moderado y lento
de D. palmitatis, es capaz de adaptarse de una manera lenta pues la temperatura
aun no es suficientemente adecuada para crear una velocidad de conversion de
sustratos adecuada.

XI1.2. pH OPTIMO

Como parte de la caracterizacion se evaluo el crecimiento del microorganismo a
distintos valores de pH. Las lecturas de densidad éptica durante el crecimiento a
diferentes pH, se observan en latabla 11.2 y figura 11.2

Tablall.2: Crecimiento microbiano a distintos niveles de pH.

(T;ir:';s‘; pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
0 0.0085 0.0115 0.011 0.011
24 0.0085 0.01 0.03 0.028
48 0.00475 0.0245 0.0485 0.0437
72 0.01125 0.0325 0.1115 0.10925
96 0.01025 0.0622 0.171 0.169
120 0.0102 0.0897 0.1758 0.1734
144 0.0103 0.119 0.1806 0.1782
168 0.0105 0.1447 0.18475 0.1822
192 0.01325 0.1542 0.18025 0.1767
216 0.00525 0.1482 0.169 0.1637
240 0.009 0.146 0.166 0.159
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264 0.009 0.137 0.159 0.1536
288 0.009 0.128 0.153 0.1483
312 0.01 0.1195 0.147 0.143
336 0.008 0.1175 0.1425 0.14125
360 0.006 0.119 0.1372 0.128
pH
0.2
0.18
0.16
0.14
@ 0.12
g 0.1
2 0.08
0.06
0.04
0.02
0
0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo (horas)

—@— pH5 —@—pHG pH7 —@—pHB&

Grafica 11.2: Crecimiento del microorganismo a distintos valores de pH.

Desulfuromonas palmitatis crece de manera casi idéntica a los valores de pH de 6 y
7, por lo cual se ubica entre los organismos neutrdfilos.

El pH es un factor determinante para el crecimiento y la supervivencia de los
microorganismos, un gran efecto que causa el pH es la desnaturalizacion de las
proteinas, es lo que pasa cuando se expone a D. palmitatis a un pH de 5, el
microorganismo no es capaz de crecer debido al cambio en las enzimas, lo que
conlleva a una inhibicién del crecimiento bacteriano causado por la acidez del medio.

Las enzimas poseen grupos quimicos en las cadenas laterales de sus aminoéacidos.
Segun el pH del medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica positiva, negativa
0 neutra. Como la conformacién de las proteinas tiene una dependencia de sus
cargas eléctricas, habra un pH en el cual la conformacién seré la mas adecuada para
la actividad catalitica, en el caso de D. palmitatis, este pH Optimo se encuentra entre
7y 8.
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X1.3. PRUEBAS CON DISTINTOS DONADORES DE ELECTRONES

Las evaluaciones de acetato, lactato y fumarato como donadores de electrones sobre
el crecimiento microbiano se realizaron de manera simultanea por 15 dias. Los
resultados de la densidad Optica respectiva, se observan en la tabla 11.3 y en la
figura 11.3.

Tabla 11.3: Crecimiento microbiano con distintos donadores de electrones.

Tiempo Acetato Lactato Fumarato
(horas)

0 0.015 0.01 0.016
24 0.022 0.014 0.018
48 0.05 0.015 0.02
72 0.062 0.015 0.012
120 0.089 0.013 0.011
144 0.087 0.013 0.015
168 0.086 0.015 0.014
192 0.082 0.013 0.017
216 0.08 0.013 0.025
240 0.077 0.014 0.037
264 0.075 0.014 0.049
288 0.077 0.014 0.056
312 0.076 0.014 0.055

336 0.075 0.013 0.056
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Donadores de electrones

0.1
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02 — - ——
0.01 r/.‘_.— —— ——ea—r——0—0——»
0
0 24 418 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360

Tiempo (Horas)

Turbidez

—@— acetato —@—lactato fumarato

Gréafica 11.3: Crecimiento microbiano con distintos donadores de electrones.

Como se observa en la gréfica anterior (grafica 11.3) EI microorganismo crecié con
los tres donadores utilizados (acetato, lactato y fumarato) (figura 11.1), sin embargo
el perfil de crecimiento con los distintos donadores utilizados fue diferente.

El acetato fue el donador con el cual la cepa creci6 de manera mas rapida y
abundante el crecimiento con fumarato fue lento y la formacién del biofilm inicia
posterior a los 10 dias debido a la larga fase de adaptacion que el microrganismo
realiza.

Con lactato, el crecimiento fue mucho mas lento que con fumarato vy la cepa
requiri6 mas de 20 dias para evidenciar la formacion de la biopelicula.

La metanogénesis es la etapa final de la digestion anaerobia. La formacion de
metano se da a partir de una ruta acetoclastica, esta ruta tiene como sustrato ideal al
acetato, es por eso que notamos un crecimiento rapido con esta fuente de carbono,
sin embargo la oxidaciéon de otros compuestos (lactato y fumarato) por la ruta del
Acetil-CoA para producir acetato en la fase de la acetogénesis también permite el
crecimiento del microorganismo, este crecimiento es mas lento ya que para poder
utilizar el lactato y fumarato primero debe de realizarse la fase de acetogénesis para
después poder aprovechar el acetato producido e incluirlo a la ruta acetoclastica.

La importancia en el uso de distintos donadores de electrones radica en la
disponibilidad de los mismos en los ambientes contaminados, muchos otros
microorganismos pueden generar estos compuestos como resultado de distintas
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rutas metabodlicas o como metabolitos secundarios teniendo como resultado una
fuente constante de donadores de electrones.

11.1: Crecimiento microbiano a 30°C con lactato, acetato y fumarato respectivamente
como fuente de carbono.

XI1.4. REDUCCION DE Fe(lll)

La reduccion de Fe(lll) se midié de forma indirecta por medio de la produccion de
Fe(ll). El resultado de la absorbancia a 562nm se multiplicé por las diluciones que se
hicieron. Los resultados de la produccion de Fe(ll) durante el crecimiento celular se
muestran en la tabla 11.4 y figura 11.4. Con los datos obtenidos de la medicion de
la densidad Optica a 600nm y la ecuacion de la curva estandar se calcularon los
datos de la concentracion de Fe(ll) (Tabla 11.4).

Tabla 11.4: Produccion de Fe(ll)

(TQ%T;?;)’ Fe (II) mM
0 0.063816
24 0.605368
48 1.063603
72 1.94994
96 2.791959
120 4.218961
144 5.406651
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168 5.53067
208 5.583918
216 5.22052
240 5.344608
Produccion de Fe(ll)
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Grafica 11.4: Produccion de Fe(ll) por el microorganismo.

La grafica 11.4 muestra que la concentracion de Fe(ll) en el medio va en aumento,
esta reduccion representa un método indirecto para medir la reduccion de Fe(lll).

Para conocer las concentraciones de Fe(ll) se ajustaron todas las mediciones al
meétodo de la ferrozina y fue necesario realizar diluciones 1:10 con HCI a partir del
dia 2 (los valores e absorbancia se salian del rango), para poder usar la curva
establecida anteriormente.

El medio citrato férrico pasa por un cambio de coloracion que va de un tono miel a
un color mas intenso (café oscuro) para después tomar un color verdoso que se va
aclarando gradualmente hasta quedar casi incoloro (Figura 11.4). Cuando el medio
se encuentra de color verde muy tenue es indicativo de la reduccion de Fe(lll) a
Fe(ll).
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Figura 11.4: Crecimiento microbiano en Citrato férrico.

D. palmitatis es un microorganismo que tiene la capacidad de reducir Fe(lll) de
manera desasimilatoria a su forma menos toxica, esto representa un organismo
modelo para la biorrermediacién de sitios contaminados con este metal como lo son
los sedimentos marinos y todos aquellos suelos que estan expuestos a lixiviados.

La formacion de Fe(ll) es de gran importancia debido a que la toxicidad de hierro con
este numero de valencia disminuye considerablemente, el estado de oxidacion del
hierro es interesante e importante, ya que afecta draméticamente la solubilidad del
hierro en el agua

Una gran ventaja que genera este cambio en la solubilidad del hierro es la
biodisponibilidad del mismo, el Fe(ll) es muy soluble, por lo cual, las posibilidades de
ser asimilado por los microorganismos en el trasporte activo son muy altas.

La reduccion del hierro por D. plamitatis con ayuda de consorcios bacterianos en
pozos de acetato implica una gran posibilidad de biorremediacion de los sitios
contaminados con Fe(lll).

XI.5. BIOFILM
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El tiempo no permiti6 realizar la caracterizacion del biofilm hasta la examinacion del
mismo en el microscopio confocal.

El medio que contenia los FTO (vidrios semiconductores de 6xido de estafio dopados
con flior) presenté un comportamiento no habitual ya que como se muestra en la
figura 11.5 se generd un precipitado de color marrén. Este precipitado se habia
observado muy pocas veces, cuando el cultivo estaba muy viejo, el biofilm formado
ya no era homogéneo por lo cual se separaba en pequefias fracciones (como se ve
en la imagen) pero seguian manteniendo ese tono salmon caracteristico.

La afinidad que tienen los FTO por el biofilm formado y la reaccién del microrganismo
al ponerlos en contacto sugiere que D. palmitatis no es compatible con la capa
conductora de Oxido de estafio que contienen los vidrios, en otras palabras, no es
capaz de usar los FTO como aceptores de electrones y por lo tanto se induce a la
muerte del microorganismo.

Se esperaba que el biofilm que forma D.palmitatis quedara completamente adherido
a la superficie conductora del FTO ya que estudios con una especie de Geobacter
(formadora de biofilm) muestran afinidad con los FTO.

Figura 11.5: Crecimiento microbiano con los FTO.
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X1.6. MEDIO MARINO SULFATO

Este medio de cultivo es importante y se emplea para las pruebas de hidrocarburos y
compuestos BTX.

La elaboracién del medio fue complicada desde el principio ya que el valor de pH
debe ser 7, de no ser asi la precipitacion de ciertos compuestos (MgCl2 6 H20),
pequefias variaciones en el agua y reactivos dificultan las pruebas experimentales.

Una vez que se estandarizé la elaboracion del medio se procedié a su aplicacién
para las pruebas mencionadas anteriormente, para esto se inocularon tubos
anaerobios con 10 mL de este medio y con una porcion de 2% (v/v) de indculo con la
finalidad de adaptar al microrganismos antes de realizar las cinéticas de degradacion
de BTX e hidrocarburos.

Los resultados del crecimiento de D. palmitatis en este medio mostraron un
precipitado de color negro, parecido en comportamiento con el del biofilm (figura
11.5) pero con diferencia en el color.

Se prepard un cultivo blanco para corroborar la calidad del medio y para tener una
idea del crecimiento de microrganismos reductores de sulfato en el mismo, este
blanco fue una especie de Geobacter, el cual crecid de forma similar a D. palmitatis
en medio D.P.

La coloracién, el olor del medio y el precipitado negro indicaban la muerte del
microorganismo asi como precipitacion del sulfato.

El medio marino sulfato tiene como aceptor de electrones final al sulfato de sodio,
cuando se inoculaba este medio con acetato (2mM) no se evidencid crecimiento a
pesar de estar comprobado el crecimiento con este sustrato.

La muerte del microorganismo revela que D. palmitatis no tiene la capacidad de
crecimiento cuando se tiene al sulfato como aceptor final de electrones.
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XIl. ACTIVIDADES SOCIALES

Xll.1. PRESENTACION DE SEMINARIO EN EL GRUPO DE TRABAJO

Dentro del grupo de trabajo es importante la realizacion de los seminarios semanales
con el fin de conocer los distintos temas que se trabajan en el laboratorio.

Los seminarios se realizan los dias jueves a las 12:00 del dia, el jueves 22 de
octubre expuse los avances del proyecto de residencia profesional asi como el
Unico articulo registrado de D. palmitatis, cuyo titulo es “.Desulfuromonas palmitatis
sp. nov., a marine dissimilatory Fe(lll) reducer that can oxidize long-chain fatty acids”.

X11.2. COLABORACION EN VISITAS GUIADAS

Dentro de la las actividades sociales realizadas se pueden destacar las visitas
guiadas al Instituto de Biotecnologia, en ella se realiza un recorrido organizado a
distintos departamentos y laboratorios del Instituto, precedidos por una charla
introductoria (anexos).
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XIIl. CONCLUSIONES

XIl.1 CONCLUSIONES

Desulfuromonas palmitatis es un organismo anaerobio capaz que crece en presencia
de acetato, lactato y fumarato como donadores de electrones. En el caso particular
del fumarato, el microorganismo crece usandolo como donador y aceptor de
electrones de manera simultanea.

D. palmitaits tiene una temperatura Optima de 30°C y pH de 7 - 8, estas
caracteristicas posicionan a en la categoria de mesofilo y neutrdfilo.

D. palmitatis puede acoplar su crecimiento a la reduccién desasimilatoria de Fe(lll)
utilizandolo como aceptor de electrones final y convirtiéndolo en Fe(ll), teniendo
como fuente de carbono al acetato, sin embargo, la cepa no tiene la capacidad de
usar el sulfato como aceptor de electrones final y causando la muerte del
microorganimo.

Xlll.2. RECOMENDACIONES

Realizar las cinéticas de reduccion de hidrocarburos y sustancias BETX, para
evidenciar el potencial que este microorganismo puede tener en la aplicaciéon directa
sobre tratamiento enfocada en aguas y sedimentos contaminadas con estas
sustancias.

Realizar el estudio del biofilm para poder aproximar su aplicacion en las celdas
microbianas de combustible, con el fin de implementar nuevas formas de energias
limpias.

XI1.3. EXPERIENCIAS

Mi experiencia en el laboratorio fue extraordinariamente enriquecedora, y a la vez fue
un poco frustrante, como se podra notar, no se llevaron a cabo todos los objetivos
establecidos debido a un avance lento en la realizaciébn y mala programacion de los
experimentos asi como falta de comunicacién y entendimiento con mi tutor.

En lo personal, pienso que definitivamente pude haber cumplido todos los objetivos
establecidos anteriormente pero en muchas ocasiones no contaba con la
autorizacion de mi tutora para comenzar a trabajar en los experimentos que me
darian los resultados requeridos.

En ningln momento quiero hacer responsable a mi tutor externo por la mediana
calidad de mi trabajo, todo lo contrario, agradezco la gran oportunidad que me
brindo, ya que hoy mas que nunca deseo formar parte y aportar algo al mundo de la
ciencia en mi pais.
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XIV. COMPETENCIAS DESARROLLADAS

A lo largo de estos casi 4 meses en mi estancia dentro de las instalaciones del
Instituto de Biotecnologia, desarrollé y descubri nuevos valores y virtudes, tales
como:

La puntualidad, el compromiso, la adaptabilidad, la ética, el trabajar en equipo y la
individualidad a la vez, el pensamiento critico y analitico, andlisis y sintesis de
informacion, responsabilidad laboral, solucion de problemas, toma de decisiones,
habilidades de gestion de informacion (habilidad para buscar y analizar informacion
proveniente de fuentes diversas, conocimientos generales basicos y de la carrera,
capacidad de aprender, capacidad de adaptarse a nuevas situaciones, capacidad de
generar nuevas ideas (creatividad).

En el ambito profesional me llevo mucho, a pesar de que yo no realice técnicas
avanzadas en el laboratorio si tuve la oportunidad de ayudar y observar a otros
compaferos como realizaban su trabajo, desde sembrar en cajas Petri hasta trabajos
de bioinformatica y la generacion de cepas mutantes, me llevo un poco de ese
aprendizaje y conocimiento que sin duda alguna me sera de utilidad siempre.

En el ambito personal me llevo de todo. Absolutamente todas las situaciones y
momentos que pasé en el IBt me dejaron una ensefianza y una marca que quedara
para siempre en mis pensamientos. Aprendi que la humildad, la pasion, la dedicacién
y perseverancia son grandes pilares para poder hacer lo que quieras. Humildad, ya
que puedes pisarle el pie a un ganador del Premio Nacional en Ciencias y Artes en
el area de Tecnologia, Innovacién y Disefio y el bromeara contigo respecto a eso. La
pasion, cuando puedes darlo todo por tu trabajo y transmitir esa pasion a los demas
a pesar de que otras personas no crean en ti e incluso menosprecien tu trabajo, “Tu
haras tu proyecto con tu tutor, sin tu tutor y a pesar de tu tutor” me dijeron por ahi. La
dedicacion, solo puedo pensar en una persona que ha logrado cosas enormes con
tan poco, las ganas de superarse y comerse al mundo requieren dedicacion, “Quiero
demostrar que no necesitas haber estudiado una licenciatura en la UNAM para ser
el mejor en tu clase de la maestria”, Perseverancia, quiza muchas personas crean
gue intentarlo miles de veces no valdra la pena pues siempre tendras el mismo
resultado, sin embargo, yo creo que ahora ya sabes mil formas de cémo no hacerlo,
probablemente el 1001 te llevara al resultado y un pase al doctorado.

Me llevo ese comparfierismo y ganas de ver triunfar a la gente solo por el interés de
saber mas, de igual manera aprendi a dejar ir todo aquello que no es grato y tomar
las cosas no tan personales, cada cabeza es un mundo y no puedes pasar la vida
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dejando que opiniones y comentarios dafien tus ganas de aprender y derrumben tus
suefos y expectativas.

Por eso estoy segura de volver al IBt, porque gracias a la estancia descubri que soy
alguien perseverante, apasionada y dedicada.
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

CARTA DE LIBERACION
CUERNAVACA, MORELOS 18 DE DICIEMBRE DE 2018

Dr. Samuel Enciso Saenz

Jefe de departamento de

Gestion tecnolégica y vinculacion.
PRESENTE

Por medio de la presente comunico a usted que la alumna Cinthia ltzayana
Palacios Roque, con numero de control 14270415, de la carrera de ingenieria
bioquimica, cumplié su estadia profesional en el instituto de biotecnologia de la
UNAM, con el proyecto que se titula: “Caracterizacion de la cepa Desulfuromonas
spp. y su capacidad metalorreductora y degradadora de hidrocarburos”. Durante el
periodo agosto a diciembre del 2018.

Sin mas por el momento, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial
saludo.

ATENTAMENTE

—Dra- uaréz Lopez
Inv. TEATC
Instituto de biotecnologia, UNAM

AV. UNIVERSIDAD 2001. COL. CHAMILPA
C.P. 62210 CUERNAVACA, MORELOS, MEXICO
TELS. (5255) 5622 7600 - (777) 329 1600
www.ibt.unam.mx
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