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AABBRREEVVII AATTUURRAASS  

Abs600 Absorbancia a longitud de onda 600 nm  

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AINE Antiinflamatorio no esteroideo 

AU Unidades arbitrarias 

BHB Caldo Bushnell-Hass 

C. Carbamacepina 

Cel Células 

CI Índice de consistencia 

CM Concentración microorganismos 

CMC Concentración micelar crítica 

CF Concentración de fármaco 

DGGE Electroforesis en gel de gradiente de desnaturalización químico 

EDAR Estación depuradora de aguas residuales  

E.S  Error estándar 

Fig. Figura 

g Gramo. 

G Glucosa 

h Hora 

HAPs  Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 

I Inóculo 

ITS Espaciador  Trascrito Interno (Internal Transcribed Spacer) 

l Litro 

LB Caldo Luria Bertani 

LC-MS Cromatografía líquida – Espectrometría de masas 

Pm. Peso molecular. 

MPm. Marcador peso molecular. 

mg Miligramo 

ml Mililitro 

mM Milimolar 

N. Naproxeno 

NMP Número más probable 

n.s No significativo 
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pb  Pares de bases 

PBS Tampón sodio fosfato (Phosphate Buffered Saline) 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa. 

PPCPs Productos farmacéuticos y de higiene personal 

Pm. Peso molecular. 

®  Marca registrada. 

RAS  Random-additives-sequences 

RI Índice de retención 

rpm Revolución por minuto 

SNK Student Newman Keuls 

TAE  Tampón Tris-acetato-EDTA 

TBR  “Tree-bisection-reconnection” 

TM Tipo de microorganismo. 

ITS Espaciador  Trascrito Interno (Internal Transcribed Spacer) 

UPGMA Unweighted pair group method with arithmetic mean 

v/v Proporción volumen/volumen. 

p/v Proporción peso/volumen 

µ. Tasa intrínseca de crecimiento 

µg Microgramo 

ºC Grados Centígrados 
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RRRRRRRREEEEEEEESSSSSSSSUUUUUUUUMMMMMMMMEEEEEEEENNNNNNNN  
 

En este estudio se ha analizado el proceso de degradación de los fármacos naproxeno 

(antiinflamatorios no esteroideo) y carbamazepina (anticonvulsionante) mediante procesos 

microbianos (consorcio microbiano E2E5 y la Proteobacteria C17).   

Se ha realizado un experimento preliminar para la obtención de un consorcio microbiano, 

con capacidad de crecer ante estos fármacos como única fuente de carbono, a partir de 

algunas muestras de agua (1, 2 y 3) de distintos enclaves de la depuradora Arroyo de la Vega. 

Las mayores densidades microbianas se obtuvieron a partir de la muestra de agua 2 (agua de 

la salida de la planta, que ha sido sometida a tratamiento secundario y descarga al Arroyo de 

la Vega). También se consiguieron aislar colonias de bacterias de cada una de las muestras de 

agua y se seleccionó la que mayor densidad bacteriana mostró,  la colonia C17, aún en proceso 

de identificación. Esta cepa fue obtenida también a partir del agua 2.   

Se realizó un segundo experimento para confirmar la capacidad degradadora de los 

fármacos (naproxeno  y carbamazepina) con consorcio E2E5, consiguiendo porcentajes de 

eliminación de un 77% para el naproxeno, y un 29% para la carbamazepina.  

Por último, se diseñó un experimento con 6 factores (carbamazepina, naproxeno, tipo de 

microorganismo, concentración de microorganismo, concentración del fármaco y adición de 

glucosa,) y Resolución Tipo V, con el objetivo de ver la influencia de distintos parámetros 

(tasa de crecimiento microbiano, densidades ópticas máximas alcanzadas, respiración, 

incremento de la población, % de eliminación de los fármacos, toxicidad) y optimizar el 

proceso. Los resultados obtenidos nos mostraron que las tasas de crecimiento mayores se 

alcanzaron con el consorcio E2E5 y con las concentraciones de inóculo bajas. Sin embargo, las 

densidades máximas alcanzadas y los valores de respiración (producción de CO2) mostraron 

valores significativamente mayores con la colonia C17.  

Con respecto a los incrementos de las poblaciones, los resultados indicaron que los 

mayores valores se alcanzaron  con el naproxeno, con la adición de glucosa y con la colonia 

C17. Sin embargo, el porcentaje de eliminación de los fármacos sólo presentó diferencias 

significativas dependiendo del tipo de fármaco utilizado. Los tratamientos únicamente con 

naproxeno fueron los que mostraron los porcentajes de eliminación significativamente 

mayores (80 %) que los obtenidos con carbamazepina y mezcla (< 40 %). Los valores de 

toxicidad no mostraron diferencias significativas con ningún tratamiento porque los valores 
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fueron altos y constantes durante los 16 días de incubación. Sólo el experimento con 

naproxeno y la colonia C17 redujo  en un 40% la toxicidad inicial. 

A partir de técnicas moleculares identificamos el hongo Lecanicillium lecanii dentro del 

consorcio E2E5 como posible degradador de los fármacos. La evolución del consorcio E2E5 en 

cada uno de los tratamientos se estudió con la técnica DGGE. Las bandas obtenidas se   

evaluaron mediante un análisis de conglomerados por el método UPGMA. En general los 

tratamientos con mezcla de fármacos mostraron una diversidad diferente al resto de los 

tratamientos con un solo fármaco, pero similar a los tratamientos sin fármacos, lo que sugiere 

que la adaptación y capacidad de degradación es menor en la mezcla.  

Mediante técnicas moleculares se han localizado filogenéticamente algunos 

microorganismos que aun no han sido identificados..Con la colonia C17 sólo se llegó a una 

identificación preliminar como proteo-bacterias. Todas las bandas obtenidas en el DGGE 

están siendo analizadas a través de técnicas de clonación que aún no han sido finalizadas. Si 

se identificó el hongo de la especie Lecanicillium Lecanii.  Sin duda, la identificación de este 

último género es un resultado muy importante, ya que son pocos los estudios que hayan 

relacionado a Lecanicillium con procesos de biodegradación. Sin embargo, no se ha 

conseguido reducir la toxicidad del medio y se han formado especies intermedias, tanto en los 

tratamientos con naproxeno como con glucosa, con una toxicidad similar al fármaco inicial.  
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11..  II NNTTRROODDUUCCCCII ÓÓNN  
 
Los productos farmacéuticos y de higiene personal (PPCPs por sus siglas en inglés), son 

un amplio grupo de compuestos químicos que abarcan todos los medicamentos humanos y de 

animales, agentes de diagnósticos, complementos vitamínicos, y otros químicos como 

fragancias, protectores solares, e ingredientes inertes usados en la formulación y 

manufacturación de los PPCPs (Sirbu et al., 2006). Estos compuestos, están declarados 

contaminantes emergentes del agua, contaminantes previamente desconocidos o no 

reconocidos como tales. La presencia de los PPCPs en el medio ambiente no es novedosa, 

pero si la preocupación por su posible impacto en los distintos compartimentos ambientales 

(Barceló et al., 2008). Estos contaminantes aún no están  incluidos en las regulaciones 

existentes de calidad de agua, sin embargo, el grupo formado por PPCPs está originando un 

gran interés tanto científico como social en los últimos años.   

Aunque se conocen evidencias de fármacos en el medio acuático desde los años 70 

(Barceló et al., 2008), hasta la década de los 90 no se han detectado en niveles traza, gracias a 

los avances tecnológicos (Ternes y Joss, 2006). Hoy en día, son numerosos los estudios que 

evidencian la existencia de contaminación por medicamentos en aguas superficiales, aguas 

subterráneas y de consumo humano (Onesios et al., 2009; Kuster et al., 2008; Gómez et al., 

2006). 

La entrada de estos contaminantes a las aguas superficiales o subterráneas se da por 

diversas vías.  La principal forma de acceso es a través de las aguas residuales urbanas, por la 

falta de asimilación y posterior excreción por el organismo, por la eliminación directa a través 

del desagüe y mediante el depósito como residuos sólidos urbanos, y su posterior lixiviación 

hacia el medio acuático. La ganadería también es considerada una importante vía de acceso de 

estos productos a las aguas subterráneas o superficiales, mediante la adición de fármacos a los 

animales y la posterior contaminación del estiércol utilizado como fertilizante. Y por último, 

las aguas residuales provenientes de hospitales contribuyen también a la contaminación con 

mayor concentración de fármacos que las domésticas.  

Son muchos los esfuerzos que se están realizando para determinar la presencia y el riesgo 

de estos microcontaminantes en los sistemas acuáticos y la eliminación durante el tratamiento 

de aguas y sus procesos de reciclado. Las concentraciones halladas se sitúan normalmente en 

el orden de ng l-1 o µg l-1, sin embargo, incluso a bajas concentraciones, los PPCPs suponen 

un riesgo debido a su alto potencial de biomagnificación a través de la cadena trófica en 
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organismos acuáticos e incluso en la salud humana (Choong et al., 2006; Crane et al., 2006;  

Ankley et al., 2007). Algunos fármacos como el ibuprofeno, el diclofenaco, la carbamacepina, 

o el ácido clofíbrico, han llegado a encontrarse incluso en aguas potables (Bedner et al., 2006; 

González et al., 2010), lo que ha despertado una mayor preocupación. Se ha visto que las 

diferentes familias de fármacos presentan porcentajes de eliminación muy diferentes de un 

estudio a otro (Onesios et al., 2009) además no presentan la misma biodegradación ya que 

poseen estructuras químicas muy diferentes que responden a reacciones enzimáticas 

diferentes (Onesios et al., 2009; Kuster et al., 2008; Gómez et al., 2006)  

La Unión Europea no ha fijado aún un límite máximo de estos compuestos en el agua 

potable, por lo que no es necesario su seguimiento, pero se está estudiando incluir alguno de 

ellos a la lista de contaminantes prioritarios del agua (Barceló et al., 2008) como por ejemplo 

el amidotrizoato (medio de contraste radiográfico), la carbamazepina (anticonvulsionante), el 

clotrimazol (antifúngico), diclofenaco (AINE, antiinflamatorio no esteroideo), yopamidol 

(medio de contraste radiográfico). El envejecimiento paulatino de la población, especialmente 

acusado en España, hace que sea posible prever un consumo incluso mayor de medicamentos 

en los próximos años y por ello el Instituto Mundial de la Salud, coloca a España en el puesto 

séptimo del consumo mundial de fármacos.  

Las vías de actuación que disminuyan la presencia de PPCPs en el medio acuático van 

desde actuaciones sociales que conciencien a la población de su correcto uso y gestión del 

residuo, como cambios en la composición de los PPCPs que sustituyan los compuestos 

activos más agresivos o minimicen la fracción excretada, hasta la optimización de la 

tecnología y de las condiciones de operación de las EDARs. Los mecanismos de eliminación 

de estos PPCPs a su paso por la EDAR, son diferentes, tales como la adsorción sobre los 

sólidos presentes en el tratamiento, volatización, biotransformación y mineralización. Se está 

estudiando la eliminación de estos compuestos mediante técnicas de post-tratamiento más 

sofisticadas, como la ozonización (Suárez et al., 2007), la filtración por membrana, o la 

adsorción sobre carbón activado. Sin embargo, el empleo de estas etapas a menudo supone un 

gran encarecimiento del proceso global.  

Son muchos los estudios y revisiones que concluyen que son necesarias investigación más 

amplias sobre biodegradación, toxicidad de compuestos intermedios, y comunidades 

microbianas degradadoras de PPCPs (Onesios et al., 2009). Encontrar qué comunidades 

bacterianas son capaces de degradar PPCPs, y qué condiciones de operación son las más 

adecuadas permitiría optimizar parámetros comunes de operación de las EDAR para lograr 
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una mayor biodegradación en la planta que contribuya a la solución de esta nueva 

problemática.  
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22..  OOBBJJEETTII VVOOSS    

El objetivo general del presente trabajo consiste en estudiar la degradación de dos 

fármacos elegidos mediante revisión bibliográfica, utilizando distintas comunidades 

microbianas y colonias aisladas obtenidas a partir del efluente de una EDAR, y en caso de 

encontrar alguna que degrade, diseñar un experimento que permita evaluar qué condiciones 

pueden ser más eficaces en la degradación de cara a futuras líneas de investigación aplicadas. 

 

Esto puede desglosarse en cuatro objetivos parciales.  

 

Objetivo 1 - Revisión bibliográfica y selección de dos PPCPs interesantes para el estudio 

de su biodegradación, en función de su consumo, concentración en efluentes de las plantas 

depuradoras, degradabilidad y toxicidad. 

 

Objetivo 2 - Aislamiento de las colonias y/o consorcios capaces de metabolizar PPCPs 

como única fuente de energía y carbono. 

 

Objetivo 3 - Diseño de experimentos que permita optimizar el proceso de eliminación de 

los fármacos. 

 

Objetivo 4 - Seguimiento de diversos parámetros durante el proceso de degradación de 

los contaminantes y su análisis estadístico. 
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33..  MM EETTOODDOOLL OOGGÍÍ AA  

3. 1 Descripción del trabajo 

 

En el desarrollo de mi Proyecto Fin de Carrera llevé a cabo las siguientes labores: 

Desde Agosto a Noviembre del 2009 realicé una búsqueda, recopilación, lectura y análisis 

de bibliografía relacionada con los PPCPs y su bioremediación, con el objetivo de conocer las 

recientes investigaciones en este campo, y seleccionar los medicamentos idóneos para el 

desarrollo del proyecto, teniendo en cuenta su concentración en efluentes de las plantas, su 

toxicidad, su biodegradabilidad en los estudios ya realizados,  y su consumo.  

De Noviembre de 2009 a Febrero de 2010 realicé la experimentación necesaria para 

encontrar los consorcios microbianos y colonias aisladas presentes en aguas de una planta 

depuradora con capacidad degradadora de PPCPs. A partir de estos experimentos se obtuvo 

un consorcio (E2E5) y una colonia aislada (C17) que parecía presentar buenos resultados de 

degradación ante los fármacos escogidos (Carbamazepina y Naproxeno). Posteriormente, se 

realizó un experimento con el consorcio seleccionado comprobando la capacidad degradadota 

a través de técnicas microbiológicas, moleculares y químicas.  

Durante Febrero y Marzo de 2010 leí bibliografía sobre análisis de datos estadísticos, y 

sobre diseños factoriales fraccionales de experimentos, así como sobre la utilización del 

programa Statistica 7.0 para estos propósitos. Diseñé una nueva tanda de experimentos que, 

con el menor número de combinaciones, permitiera repetir la experimentación, optimizándola 

y obteniendo la máxima información para la degradación óptima de los PPCPs escogidos.  

En Abril y Mayo se llevo a cabo este experimento ortogonal. Los factores que se eligieron 

fueron los fármacos (naproxeno vs. carbamazepina), el tipo de microorganismo (consorcio 

E2E5 vs. una colonia aislada C17 aun sin identificar), la concentración de inóculo (70 ± 20 ·103 

cel ml-1, 20 ± 4 ·103 cel ml-1), la concentración del fármaco, tomando como la alta la máxima 

que se solubiliza en agua y siendo la baja 10 veces menor (62,5 mg l-1 y 6,25 mg l-1 para el 

naproxeno,  12,5 mg l-1 y 1,25 mg l-1 para la carbamazepina), y la adición de una fuente de 

carbono lábil como la glucosa (4g l-1). 

Los parámetros que se analizaron fueron, la densidad óptima, la toxicidad, el recuento de 

bacterias a través del número más probable, la producción de CO2 durante la degradación del 

fármaco y el porcentaje de eliminación de los fármacos. Además  se realizaron técnicas 

moleculares para la identificación de los microorganismos tanto cultivables como no 
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cultivables mediante la técnica del DGGE. Se analizaron estadísticamente los resultados 

durante el mes de Junio.  

 

3.2 Selección de los PPCPs 

 

Tras la revisión bibliográfica se seleccionaron dos fármacos para la realización de este 

estudio, el naproxeno y la carbamazepina. Los criterios que se tuvieron en cuenta fueron, la 

concentración en efluentes de plantas depuradoras, especialmente en España, el consumo, la 

capacidad de degradación del compuesto, la toxicidad que estos productos generan en las 

aguas y por último, el número de estudios realizados de los compuestos hasta la fecha. 

Estos dos fármacos están presentes tanto en diversos afluentes y efluentes de España en 

concentraciones relevantes. (Carballa et al., 2008; Kuster et al.,  2008; Gómez et al., 2007). 

Ambos fármacos tienen un consumo elevado, hasta 20 toneladas de carbamazepina, y 42,6 

toneladas de naproxeno en el año 2003 sólo en España (Carballa M et al., 2008). La estructura 

molecular de los fármacos seleccionados para el estudio puede verse en la Tabla 1.  

 

Tabla1. - Estructura molecular de los PPCPs estudiados (adaptado de Quintana et al., 2005) 

Compuesto Peso molecular (g/mol) Estructura molecular 

Carbamazepina (C) 236, 27 

    

Naproxeno (N) 130,078 

 
 

 

El naproxeno (Ácido (S)-6-metoxi-α-metil-2-naftalenacético), es un ácido arilpropiónico, 

que pertenece a la clase de medicamentos llamados antiinflamatorios no esteroideos (AINE) 

de uso general, empleado en el tratamiento del dolor suave a moderado, la fiebre, la 

inflamación y en el tratamiento de la artritis osteo y reumatoide. Debido a su alta utilización 

como medicamento sin receta, se ha detectado en aguas superficiales, subterráneas, e incluso 

en agua potable (Benotti et al., 2009; Zhao et al., 2009a,b). Su degradación ha sido estudiada 

pero principalmente centrada en tratamientos físico-químicos como el cloro libre, la 
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ozonización, la fototransformación y H2O2/UV, que para el naproxeno ha conseguido grandes 

porcentajes de eliminación (Boyd  et al., 2005; Nakada et al., 2007; Pereira et al., 2007; 

Poyatos et al., 2009). Sin embargo, una característica común de estos procesos parece ser su 

incapacidad para conseguir una completa eliminación, convirtiéndose algunas veces en 

productos intermedios más tóxicos que los originales (Isidori et al., 2005).  

Aunque los estudios detallados sobre la biodegradación del naproxeno son escasos 

(Onesios et al., 2009), los porcentajes de eliminación encontrados son muy variables, desde 

casi la total eliminación (Bendez et al., 2005; Vieno et al., 2005), hasta niveles medios 

(Carballa et al., 2007a; Rodríguez et al., 2003; Nakada et al., 2006) incluso la no eliminación 

(Boyd et al., 2005). También se ha observado que el uso de lodos activados como inóculo en 

condiciones aeróbicas biodegradada el naproxeno cometabólicamente en EDARs (Quintana et 

al., 2005) aunque esta biodegradación puede sufrir variaciones estacionales (Matamoros et al., 

2008).  

La carbamazepina (5H-dibenz[b,f]azepino-5-carboxamida), es un fármaco antiepiléptico, 

utilizado en el trastorno bipolar, espasmos infantiles, alteraciones afectivas o de la conducta y 

esclerosis múltiple. En ocasiones también se utiliza para tratar la esquizofrenia y la neuralgia 

del trigémino y glosofaringéa. Este fármaco parece ser de los más resistentes a la 

biodegradación, y según la revisión de Onesios y colaboradores (2009) no se encuentra 

ningún porcentaje de eliminación en plantas a gran escala superior al 40 %. Los porcentajes 

de eliminación oscilan entre el 0 y el 40% (Bendz et al., 2006; Bernhard et al., 2006; Clara et 

al., 2005b, Ternes et al., 2007) y siempre han sido inferiores a los encontrados para el 

naproxeno. Incluso, se ha propuesto utilizar la carbamazepina como marcador molecular de la 

contaminación por aguas residuales en ríos, aguas subterráneas y zonas costeras, por su alta 

resistencia a la degradación. (Nakada et al., 2008).   

 

 Hasta el momento, se han identificado algunas especies como degradadores de estos 

PPCPS. Rodarte-Morales et al., 2010 encontró que diferentes cepas de Bjerkandera sp. y 

Phanerochaete chrysosporium fueron capaces de degradar la carbamazepina y el naproxeno 

completamente.  Marco-Urrea et al., 2010 identificó al hongo Tratametes versicolor como 

capaz de degradar naproxeno en presencia de glucosa con porcentajes del 95% en medio 

líquido y Rodríguez-Rodriguez et al., 2010 identificó que esta misma especie  también capaz 

de degradar naproxeno y carbamazepina en presencia de glucosa con porcentajes del 50% 

para ambos en lodos activados.  El hongo de la especie Cunninghamella se encontró capaz de 

degradar el naproxeno en su totalidad (Zhong et al., 2003). Para la carbamazepina, se 
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identificó el hongos Aspergillus Níger y la bacteria  Rhodococcus Rhodochrou como 

degradadoras, pero sólo alcanzaron porcentajes de un 20% (Hervé et al., 2010)  

 

3.3   Medios de cultivo, reactivos y disolventes 

 

Las muestras de agua fueron recogidas de la estación depuradora de aguas residuales 

urbanas de Arroyo de la Vega, con una capacidad de 100.000 equivalentes – habitante. El 

principal suministro es el agua residual de las poblaciones de Alcobendas y San Sebastián de 

los Reyes. Esta planta vierte agua del tratamiento secundario al Arroyo de la Vega y tiene 

además un tratamiento terciario para depurar agua hasta la calidad necesaria para su uso como 

agua de riego. Las muestras se han obtenido en diversas tomas de la planta (Tabla 2).  

 

  

Tabla 2. – Experimentos con consorcios microbianos. Agua1 es el agua de recogida en el cauce 

del río al nivel de la planta. Agua2 es el agua a la salida del tratamiento secundario  agua que se vierte 

directamente al río). Agua3 es el agua a la salida del tratamiento terciario (agua que se utiliza para 

riego). 

 Lugar de recogida Naproxeno Carbamazepina Mezcla 

Agua 1 Cauce del río E1 E4 E7 

Agua 2 Salida del tratamiento 2º E2 E5 E8 

Agua 3 Salida del tratamiento 3º E3 E6 E9 

 

Estas muestras de agua fueron conservadas bajo refrigeración. Los fármacos 

seleccionados para el estudio, carbamazepina (C.) y naproxeno (N.), fueron suministrados por 

Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). Se diluyeron en agua destilada, controlando para ello 

el pH de la disolución, hasta las siguientes concentraciones: carb: 12,5 mg l-1 ; napr: 62,5 mg 

l-1. El medio de cultivo BHB (Caldo Bushenll Hass) fue preparado en el laboratorio sin añadir 

la fuente de nitratos hasta después del proceso de autoclavado, ya que se observó que la fuente 

de nitratos podía sufrir modificaciones en el proceso de esterilización. El medio LB (Luria 

Burni) y la glucosa, se adquirieron de Panreac (Barcelona, España). La composición de dichos 

medios de cultivo puede consultarse en la Tabla3.  
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Tabla 3. – Composición del medio de cultivo BHB y LB, ambos con pH 7,0 ±0,2 

Compuesto 
(BHB) 

Concentración (g/l) 
(BHB) 

Compuesto  
(LB) 

Concentración (g/l). 
(LB) 

MgSO4 0,2 Peptona de caseína 10 

CaCl2 0,02 Extracto de levadura 5 

K2HPO4 0,281 Sodio cloruro 10 

KH2PO4 0,281   

Fe2(SO4)3 0,195   

NH4NO3  0,02   

 
 

La glucosa, suministrada por Panreac, se utilizó en concentraciones de 4g/L. La estructura 

molecular de los PPCPs de este estudio tiene similitudes con los PAHs por lo que se utilizó el 

surfactante Tween 80 (C18H37S6(OCH2CH2)20OH) suministrado por Panreac a una 

concentración de 1% (v/v) de la concentración micelar crítica (0,012 mM, 25 ºC), para 

permitir una mayor solubilidad de los PPCPs en la fase acuosa y la formación de micelas 

(Bautista et al., 2009). El disolvente acetonitrilo y el acido clorhídrico empleados como fase 

móvil en el análisis cromatográfico fueron suministrado por Scharlau Chemie (Barcelona, 

España). El tampón PBS (Phosphte Buffered Saline) fue suministrado por Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemania). Todas las disoluciones se prepararon con agua desionizada de calidad 

Mili-Q. Con el fin de esterilizar todos los medios, soluciones y material utilizado, se les 

sometió a un proceso de autoclavado a 121ºC y a una atmósfera de presión durante 20 

minutos. Todos los reactivos utilizados tienen una pureza analítica. 
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3.4   Diseño experimental 

 

3.4.1  Obtención y selección del consorcio E2E5  y la colonia C17. 
 

• De cada muestra de agua (Tabla 2) se inocularon 3 erlenmeyers, con 1 ml de agua 

cada uno y 49 ml de medio mineral BHB, Tween 80 (1 %) y como única fuente de carbono, 1 

ml de carbamazepina (0,25 mg l-1concentración final.) o de naproxeno (1,25 mg l-1 

concentración final), o de la mezcla de ambos PPCPS. De cada muestra de agua se sembró 

100µl  en placas petri con LB agar + glucosa y se incubaron durante 48 horas a 25 ºC y en 

oscuridad. De cada placa se aislaron un mínimo de 5 colonias por muestra de agua. Cada una 

de estas colonias se resembraron bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas 

para obtener biomasa. Esta biomasa de cada una de las colonias se inoculó en un erlenmeyer 

con 49 ml de medio mineral BHB, 1% de Tween 80 y 500 µl de carbamazepina (0,125 mg l-1 

concentración final.) y 500  µl de naproxeno (0,625 mg l-1 concentración final.). 

 Se estudió la evolución de las densidades ópticas de un total de 27 erlenmeyer (colonias 

aisladas y muestras de agua) a lo largo de 12 días. Se refrescaron sólo los erlenmeyer en los 

que se observó incrementos de las densidades ópticas. Para el refresco se añadió 1 ml de 

inóculo del experimento anterior, biomasa de la colonia correspondiente crecida en placa petri 

para aumentar la biomasa del inóculo, 49 ml de medio mineral BHB con Tween 80, 500 µL 

de carbamazepina (0,125 mg l-1) y 500 µL de naproxeno (0,625 mg l-1). Durante 19 días se 

hizo un seguimiento de la densidad óptica en cada uno de los erlenmeyer.  

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en un agitador orbital (NewBrunswich 

Scientific, New Jersey USA) a 200 rpm y 25ºC en oscuridad para evitar la posible influencia 

de la luz en la estabilidad de los fármacos. La comunidad microbiana y la colonia que mejores 

resultados mostraron fueron la colonia 17 (C17) y el consorcio E2E5 obtenidos ambos del agua 

residual de las salida de la planta depuradora al Arroyo de la Vega (Agua 2).  
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3.4.2 Experimentos con el consorcio E2E5. 
 

• Se estudió la actividad degradadora del consorcio E2E5 ante la carbamazepina y el 

naproxeno por separado, y en presencia o ausencia de glucosa (Tabla 4). Se añadió 1 ml del 

consorcio en 49 ml de BHB con 1% de Tween 80, 1ml del fármaco correspondiente (0,25 mg 

l-1 de C., 1,25 mg l-1de N.), y una concentración de 4g/L de glucosa en aquellos tratamientos 

que la lleven. De cada uno de los tratamientos se realizaron tres réplicas y se incubaron en un 

agitador orbital a 200rpm, en oscuridad a 25ºC durante 16 días. Se tomaron muestras diarias 

en las que se midió la densidad óptica (curva de crecimiento) mediante espectrofotometría, y 

la concentración de PPCPs mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

Además, los días 1 y 16 se tomaron muestras para el análisis de la toxicidad (Microtox) y para 

biodiversidad bacteriana a través de DGGE (ver material y métodos). 

 

Tabla 4. – Actividad degradadora del consorcio E2E5 

 Glucosa Carbamazepina Naproxeno 

CG+ + + - 

NG+ + - + 

CG- - + - 

NG- - - + 

 
 

 

3.4.3  Experimento ortogonal consorcio E2E5 y colonia C17 
  

 
Finalmente, se planteó un diseño factorial de experimentos que permitiera, en un número 

razonable de experimentos, repetir la experimentación con el consorcio E2E5, y la colonia C17, 

y ver la influencia del mayor  número de variables que afecten a la biodegradación de los 

fármacos.  

Los factores se eligieron en función de las conclusiones publicadas en la revisión de 

artículos sobre biodegradación de PPCPs de Onesios y colaboradores., 2009, en la que se 

planteaba que las diferencias entre los diseños experimentales de cada estudio eran las 

causante de las grandes variaciones entre los porcentajes de eliminación de cada PPCP. 

Encontraron diferencias en cuanto a si el PPCPs se está usando como única fuente de energía 

y carbono para los microorganismos, aunque se añada una fuente de carbono lábil en bajas 

concentraciones (donde los PPCPs podrían actuar como fuente de carbono principal), o  bien 
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si se añade el PPCP en concentraciones traza y altas concentraciones de otra fuente de 

carbono (donde permite observarse como el microorganismo usa estos PPCPs a través de 

cometabolismo. Ternes y Joss., 2006). Onesios y colaboradores encontraron además  que la 

fuente y concentración de microorganismos, también puede afectar a la eficiencia del proceso. 

Se incluyó la concentración de microorganismos (CM), la concentración de cada fármaco 

(CF) y la presencia de glucosa (G.) como factores, además de la carbamazepina (C.), el 

naproxeno (N.), y el tipo de microorganismo utilizado (TM).   

Si los experimentos pueden asumir razonablemente que la información sobre las 

interacciones entre variables de tercer orden y superiores no son importantes, puede usarse un 

tipo de diseño factorial ortogonal que incluye sólo una fracción del diseño completo 

(Montgomery, 1991). Este diseño es ampliamente utilizado en estudios de bioremediación 

(Chen Y. et al, 2009, Chena J. et al, 2008., Mohajeri et al., 2010) y permite estudiar la 

influencia de los efectos principales, y la interacción entre ellos deseada. Se consideró 

suficiente establecer dos niveles para cada factor. Este diseño suele estar representado en la 

forma 2(k-p), donde k es el número de factores, y 1/2p es la fracción del factorial completo de 

2k.  Siempre que se realice fraccionamiento de diseños 2k se producirá confusión entre efectos 

(Montgomery, 1991).  

Según el grado de confusión que se obtiene, existen varios tipos de resoluciones para estos 

experimentos fraccionales. Se estudió qué tipo de reducción permitía que el número de 

experimentos fuese aceptable sin perder demasiada información y se eligió una Resolución 

Tipo IV, con la  que es posible estimar todos los efectos principales, sin confundirlos con 

ningún otro factor o combinación. Considerando despreciables las interacciones de tercer 

orden, sólo se confundirán las interacciones de segundo orden entre sí. La descripción técnica 

de cómo son construidos los diseños fraccionales 2(k-p) puede encontrarse en Montgomery 

(1991), Jiju (1993), Deming y Morgan (1993). El programa utilizado como ayuda en la 

generación del diseño experimental y para el posterior análisis estadístico fue Statistica 7.0. 
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Tabla 5. – Matriz diseño 6 factores fraccionado y concentraciones para el diseño factorial 

fraccionado. Resolución IV 

C N TM G CM= C·N·TM CF = C·N·G 

Código Carbamazepina 
(mg l-1). 

Naproxeno 
(mg l-1) 

Tipo 
Microorganismo 

Glucosa  
(g/L) 

Concentración 
microorganismos 

(·10-3)(cel/ml) 

Concentración 
fármaco 

1 NO NO E2E5 - 70 ± 20 - 
2 NO NO E2E5 4 70 ± 20 - 
3 0,625 3,25 E2E5 - 70 ± 20 BAJA 
4 6,25 31,25 E2E5 4 70 ± 20 ALTA 
5 12,5 NO E2E5 - 20 ± 4 ALTA 
6 1,25 NO E2E5 4 20 ± 4 BAJA 
7 NO 62,5 C2E5 - 20 ± 4 ALTA 
8 NO 6,25 E2E5 4 20 ± 4 BAJA 
9 NO NO C17 - 20 ± 4 - 
10 NO NO C17 4 20 ± 4 - 
11 0,625 3,25 C17 - 20 ± 4 BAJA 
12 6,25 31,25 C17 4 20 ± 4 ALTA 
13 12,5 NO C17 - 70 ± 20 ALTA 
14 1,25 NO C17 4 70 ± 20 BAJA 
15 NO 62,5 C17 - 70 ± 20 ALTA 
16 NO 6,25 C17 4 70 ± 20 BAJA 

 

• Se estudió la actividad degradadora del consorcio E2E5 y la C17  ante la carbamazepina, el 

naproxeno, y la mezcla de ambos fármacos, en presencia o ausencia de glucosa como fuente 

de carbono, y con dos posibles  concentraciones de fármacos y de inóculo. Se realizaron dos 

réplicas de cada uno de los 16 tratamientos y siempre como base 75 ml de BHB con 1% de 

Tween 80. Las características de cada tratamiento se muestran en la Tabla 5. Se realizaron 

además dos controles abióticos con dos réplicas, con glucosa (75 ml de BHB, C. 6,25 mg l-1, 

N 31,25 mg l-1, 4g l-1  glucosa) y sin ella (75 ml de BHB, C. 6,25 mg l-1, N. 31,25 mg l-1).  

 Se tomaron muestras diarias de diferentes parámetros biológicos que se detallan en el 

siguiente apartado (Crecimiento población bacteriana, respiración, incremento celular NMP, 

concentración de PPCPs, toxicidad, y biodiversidad bacteriana). 
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3.5   Material y métodos 

 
3.5.1 Estima del crecimiento de  la población bacteriana.  
 

La curva de crecimiento bacteriano de cada cultivo se estudió a través de la densidad 

óptica a 600 nm. mediante espectrofotometría (Spetronic GenesysTM). Para ello, se tomaron 

alícuotas de 1ml cada dos días de cada uno de los tratamientos. Estas muestras se 

centrifugaban durante 1 minuto a 13000 rpm y 21ºC, eliminando de esta forma el material 

celular. El sobrenadante obtenido se utilizaba como blanco y se corregía el valor estimado a 

partir de una alícuota del mismo volumen sin centrifugar. A partir de la curva de crecimiento 

se calculó la tasa intrínseca de crecimiento (µ) como la pendiente de la fase exponencial.  

La concentración de bacterias totales heterótrofas fue estimada utilizando la técnica del 

número más probable (NMP) mediante las placas de microtitulación (96 pocillos). Para ello, 

se tomaron alícuotas (100 µl) al inicio y final del experimento de cada uno de los tratamientos 

y se prepararon 8 diluciones seriadas 1:10 con tampón PBS. Cada columna de 8 pocillos 

representa las réplicas de cada dilución y cada pocillo contiene 180 µl de LB glucosa + 20 µl 

de la dilución correspondiente. Los pocillos se tomaron como positivos cuando se produjo un 

cambio en la turbidez debido al aumento de la biomasa y de los productos procedentes del 

metabolismo microbiano. Para realizar los cálculos estadísticos se utilizó el programa 

informático descrito por Klee, 1993. A partir de esos datos se calculó el incremento de la 

población durante el tiempo de incubación.  

 

 
 3.5.2  Análisis de Toxicidad. 

 

La evolución de la toxicidad de las muestras, en el tiempo que duró cada experimento, se 

estimó mediante el test MicrotoxTM desarrollado por Microbics Corporation 1992. Este 

ensayo se basa en la disminución de la luz emitida por la bacteria marina bioluminiscente 

Vibrio fisheri al exponerla a un medio tóxico. 

Un “screening” de las muestras, permitió obtener una estimación rápida de la toxicidad de 

las mismas, determinada por el % de inhibición de la Vibrio fisheri. Siguiendo el protocolo, el 

liofilizado comercial de Vibrio fisheri se hidrató con NaCl al 2% de concentración y se dejó 

atemperar a 15ºC durante 30 minutos en un peltier (Berotza). Cada muestra a analizar fue 

salada con 100 µl de NaCl (al 2%) e incubada con 100 µl de la V. fischeri. Se prepararon tres 

blancos (200 µl de NaCl al 2%) y tres controles (100 µl de NaCl al 2% y 100 µl de V. 
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fischeri), asumiendo que las muestras control, que contienen la V. fischeri presentan el 0% de 

inhibición, mientras que los blancos, únicamente con NaCl (2%) presentan del 100% de 

inhibición (no emisión de luminiscencia). Pasados 15 minutos se midió la emisión de luz de 

las muestras en un luminómetro (MGM Ins. Model Optocomp I®) obteniendo como 

resultados los porcentajes de toxicidad de cada muestra. 

 
 
 

3.5.3  Análisis de la concentración de PPCPs durante el proceso de 
biodegradación. 

 

El análisis de la evolución de las concentraciones de carbamazepina y naproxeno, durante 

el proceso de degradación se analizó mediante la técnica  HPLC en fase reversa con un 

detector UV-visible (Varian Star Liquid) midiendo a 230 nm. Este equipo consta de una fase 

estacionaria formada por una columna C18 (Luna C18 (2), con un tamaño de partícula 7.5 cm 

x 4.6 mm; 3µm. Phenomenex, Torrance, CA, USA). 

Se utilizaron dos métodos de diferente duración, uno para el naproxeno (30 min) y otro 

para la carbamazepina (15 min), ya que el naproxeno tiene un tiempo de retención de 21,1 

min y la carbamazepina de 6.9 min. La fase móvil fue común para ambos métodos, y estaba 

formada por una mezcla de 35% de acetonitrilo: 65 % de agua ácida (disolución de HCl, 

pH4.0). Estas proporciones no varían con el tiempo y la fase móvil circula con un caudal de 

0,5 ml/min. 

Se realizó un patrón externo para cada fármaco, y el contenido en cada muestra de PPCP 

se calculó integrando el área de cada pico y representándolo en la curva de calibrado frente a 

la concentración. El porcentaje de eliminación del naproxeno y carbamazepina se estimó al 

final de la incubación. 

Se midieron blancos abióticos para las mismas concentraciones en el tiempo inicial como 

en el final de cada experimento para comprobar que no se produce degradación debido a 

factores no biológicos y las concentraciones de los  fármacos no cambiaron en ausencia de 

microorganismos. 

 

 

 

 

 



Degradación de naproxeno y carbamazepina por tratamientos microbiológicos. 
 

 - 21 - 

 
3.5.4 Estimación del CO2 producido en la degradación de los PPCPs 

 
Con el fin de determinar el grado de mineralización hasta CO2 de los compuestos 

orgánicos empleados como fuente carbono (oxidación completa a CO2) se hizo un 

seguimiento del CO2 liberado por los microorganismos. Los ensayos se llevaron a cabo en 

matraces erlenmeyer de 100 ml cerrados herméticamente con tapones de silicona. Este tapón 

contiene dos orificios conectados a dos tubos de silicona, uno de ellos para la toma de las 

muestras y otro de ellos que conecta con un vial de centelleo herméticamente cerrado y con 

10 ml de una disolución 0,2 N de NaOH. Con una periodicidad de 2 días se cambiaba el vial 

de centelleo con la disolución de NaOH. A cada uno de los viales con el CO2 atrapado en la 

disolución básica se le añaden 10 ml de BaCl2 (0,1 N) para que los carbonatos que se 

producen precipiten en forma de carbonatos de bario. Se realizó  una valoración ácido-base 

con una disolución de HCL 0,1 M para determinar la sosa que no había sido neutralizada con 

el fin de, por diferencia, calcular el CO2 desprendido. El mismo proceso se realizó con 

controles abióticos con glucosa, y sin ella.  

 

3.5.5 Análisis estadísticos. 
 

Los experimentos con el consorcio E2E5 se analizaron a través del análisis de la varianza 

(ANOVA; Statistica 7.0), para dos factores independientes (tipo de PPCP y presencia de 

glucosa).  La homogeneidad de las varianzas se confirmó a través del test de Chochrman. Para 

discriminar la magnitud de las diferencias entre tratamientos después del test de significación 

de la F (significativo p<0,05), se utilizó el test a posteriori  Student Newman Keuls (SNK; p< 

0).  

El experimento factorial fraccionado, es un diseño con 6 factores, lo que permite 

interpretar el efecto de los factores principales, pero sus interacciones de segundo nivel se 

verán confundidas entre sí, siendo los alias para el diseño, 1) C·N = TM·CM = G·CF    2) 

C·TM = N·CM 3) C·G = N·CF   4) C·CM = N·TM 5) C·CF = N·G 6) TM·G = CM·CF  7) TM· 

CF = G·CM. Para evitar interpretaciones erróneas y como el número de factores es elevado, se 

tomó como significativo p<0,01). 
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3.5.6. Caracterización molecular de los microorganismos y análisis DGGE. 
 

A aparte de la biodiversidad bacteriana, durante las pruebas de estima de la población 

bacteriana (NMP), realizadas para el experimento factorial, se observó que la turbidez en los 

pocillos venía dada en algunos tratamientos por un hongo (H1), que crecía desde la parte 

inferior. Esto ocurría en la mayoría de los tiempos finales para el consorcio, por lo que se 

descartó que fuera una contaminación.  

Se realizó la extracción de ADN para la colonia C17 y el hongo H1, de cara a su posterior 

identificación, y se valoró la biodiversidad en el consorcio E2E5 mediante DGGE.  

 
 

1.- Extracción, amplificación por PCR e identificación de la cepa bacteriana 
 

La extracción de ADN de bacterias se realizó utilizando el “Kit UltraClean Microbial 

ADN Isolation” (MoBio Labaroratories, Inc., Solano Beach, CA), siguiendo las instrucciones 

del fabricante.  

 La amplificación de la secuencia de  ADN que codifica la  región 16 rARN de la colonia 

C17 fue realizada según lo descrito por Viñas et al., 2005. Los primers usados fueron el 16F27 

(5’- AGA GTT TGA TCT GGC TCA G-3’)  y el 16R1488  (5’ – CGG TTA CCT TGT TAC 

GAC TTC AGG- 3’) descritos por Lane, 1991. Las reacciones de amplificación se llevaron a 

cabo según el protocolo ExTaq polimerasa (Promega, Madison, Wis).  

La mezcla de reacción contenía 0,625 unidades de Ex Taq Hs  polimerasa (Takara Bio 

Inc, Japón),  2 µL de tampón (20 mM, Takara Bio Inc, Japón), 2,5 µL de tdNTP, (2,5 mM, pH 

7-9, Takara Bio Inc, Japón), 1,25µL  de cada cebador (16F27 y 16R1488, 10 mM) (Metabion, 

Alemania), 2 µL de ADN molde y agua calidad miliQ hasta completar 25 µL de volumen.  

Dicha reacción se llevo a cabo en un termociclador de Biorad para las reacciones de PCR 

desarrollando el siguiente programas: desnaturalización inicial a 94ºC durante 9 minutos y 30 

ciclos de: 94ºC durante un minuto (desnaturalización), 55ºC durante un minuto (anillamiento) 

y 72ºC durante 1,5 minutos (extensión). Después a 72ºC durante 1,5 minutos seguidos de 10 

minutos finales a 72ºC y el mantenimiento final de las muestras a 4ºC.  

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1%, cargando en cada 

pocillo 3 µL de ADN y 3 µl de Syber-Green en tampón TAE (1X).  La electroforesis se hizo 

en cubetas horizontales (Ecogen) utilizando una fuente de alimentación Apelex ps503, ps304. 

El tamaño molecular y la concentracion se estimó utilizando el marcador de peso molecular 

(100 bp ADN Ladder,  BioRon Internacional, 100-1000bp en incrementos de 100pb). La 

migración del ADN se realizó a 90-120 V en tampón TAE 1X. Los fragmentos de ADN se 
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observaron mediante la  iluminación de los geles con un transiluminador de luz ultravioleta 

(ImageMaster® TFX 20.M).  

 El producto de PCR fue entonces purificado utilizando 1µL de EXOsap  por cada 5µL de 

muestra y el siguiente programa del termociclador: desnaturalizar durante 15 minutos a 37ºC, 

seguido de 80ºC durante 15 minutos y el mantenimiento  final de las muestras a 4ºC.  

La secuencia de nucleótidos se obtuvo con la colaboración del servicio de secuenciación 

de la Universidad Rey Juan Carlos (Unidad Genomica).  Para la edición y alineamiento de las 

secuencias se usó la versión del software 4.8.7. BioEdit (Hall 1999) comprobando los errores 

de lectura y en los casos en los que fue posible se resolvieron ambigüedades de tal manera 

que no fue necesario excluir ninguna posición de los datos de la matriz.  La identificación de 

la cepa se llevó a cabo comparando la secuencia con aquellas publicadas en la base de datos 

GenBank (http://0-www.ncbi.nlm.nih. gov.library.vu.edu.au/BLAST/) haciendo uso de la 

opción BLAST. El programa ofrece una lista indicando el tanto por ciento de similitud entre 

la secuencia problema y las más próximas genéticamente.  

 

 

2.- Extracción, amplificación por PCR y análisis filogenético del hongo. 
 
El protocolo de extracción de ADN es diferente según el tipo de microorganismo. Para la 

extracción de ADN del  hongo se utilizó el “Kit DNAEasy Plan Mini QIAGEN” (MoBio 

Labaroratories, Inc., Solano Beach, CA).  

El marcador molecular que se seleccionó para identificar y estudiar filogenéticamente el 

hongo fue la  región  ITS nurDNA (Internal Transcribed Spacer), utilizando los primers 

ITS1F (3’ – CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A 5’) y ITS4  (5’ – TCC TCC GCT TAT 

TGA TAT GC -3’), según lo descrito por  Gardes et al., (1995); White et al., (1990). Las 

reacciones de amplificación se llevaron a cabo según el protocolo ExTaq polimerasa 

(Promega, Madison, Wis) en un volumen final de 25µL que contenía 1 unidad de Ex Taq Hs  

polimerasa (Takara Bio Inc, Japón),  2,5 µL de tampón (20 mM, Takara Bio Inc, Japón), 2 µL 

de tdNTP, (2,5 mM, pH 7-9, Takara Bio Inc, Japón), 1,25µL  de cada cebador (ITS1 y ITS4, 

10 mM) (Eurofins MWG Operon), 6 µL de ADN molde y la cantidad adecuada de agua 

calidad miliQ.  

La reacción de amplificación se llevó a cabo en las siguientes condiciones: 

desnaturalización inicial a 95ºC durante 9 minutos y 30 ciclos de: 94ºC (desnaturalización) 

durante un minuto y 54ºC (anillamiento) durante un minuto y 72ºC durante 1,5 minutos 
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(extensión). La extensión final se completó a a 72ºC  durante 10 minutos, manteniendo la 

muestra finalmente a 4ºC. 

  La estimación de la concentración de ADN en el producto de reacción y el tamaño 

molecular del fragmento, se realizó de manera análoga a lo indicado para la colonia 

microbiana. C17. Las secuencias de nucleótidos se obtuvieron con la colaboración de la 

empresa Macrogen Inc. (Seoul, Republic of Korea).  

La edición, alineamiento de las secuencias,  e identificación de los organismos se llevó a 

cabo usando los mismos programas que para la cepa C17. Para el análisis filogenético de la 

secuencia de datos se realizó un análisis de Parsimonia utilizando el programa PAUP 4.0b10 

(Swofford 2003). Se realizó una búsqueda heurística de 100 repeticiones con adición aleatoria 

de taxones, RAS (randones-additives-sequences) con intercambio de rama TBR (tree-

bisection-reconection) y manteniendo la opción “multitrees”,  la cual guarda todos los árboles 

generados en el análisis. El análisis también ofrece el índice de confianza (CI) y de retención 

(RI). La medida de confianza o fiabilidad de los clados obtenidos, han sido estimadas 

mediante el análisis no paramétrico de “bootstrap” corriendo 1000 pseudoréplicas 

(Felsenstein 1985) en las mismas condiciones de análisis que la búsqueda heurística. L. 

fungicola fue utilizado como “out-group” de acuerdo con la filogenia presentada por Kouvelis 

et al., 2008. Los árboles filogenéticos se dibujaron utilizando el programa TREEVIEW (Page 

1996). 

 
 

3.-Análisis DGGE del consorcio E2E5 
 
Con objeto de comparar la dinámica de las poblaciones microbianas entre tratamientos en 

el consorcio E2E1, se llevó a cabo la técnica molecular independiente de cultivo DGGE 

(electroforesis en gel de gradiente de desnaturalización químico)  

Tras la extracción del ADN total de cada tratamiento, se realizó la amplificación de las 

regiones V3 a V5 del gen 16S rARN utilizando los primers  518F (5'-CCA GCAGCC GCG 

GTA AT-3') (Muyzer et al. 1993) y el 338R-GC (5’- CGC CCG CCGCGC CCC GCG CCC 

GTC CCG CCG CCC CCG CCC G -3’) (Amman et al. 1990). 

A la mezcla de reacción se añadió 1 unidad de Ex Taq Hs  polimerasa (Takara Bio Inc, 

Japón),  2,5 µL de tampón (20 mM, Takara Bio Inc, Japón), 2 µL de tdNTP, (2,5 mM, pH 7-9, 

Takara Bio Inc, Japón), 1,25µL  de cada cebador (518F y 338R, 10 mM) (Metabion, 

Alemania), 6 µL de ADN molde y agua calidad miliQ hasta completar 25 µL de volumen.  
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 El programa de la reacción de amplificación se indica a continuación: desnaturalización 

inicial a 95ºC durante 9 minutos y 30 ciclos de: 94ºC (desnaturalización) durante un minuto y 

55ºC (anillamiento) durante un minuto y72ºC (extensión) durante 1,5 minutos seguidos de 10 

minutos finales a 72ºC y el mantenimiento  de las muestras a 4ºC. Los productos de PCR se 

visualizaron en un gel de agarosa al 1%, con un transiluminador de luz ultravioleta, en las 

mismas condiciones descritas anteriormente. 

 La electrofóresis en geles desnaturalizados se realizó en el sistema DGGE-2401 (CBS 

Scietific Company, Del  Mar, CA). Los productos de PCR (20 ul) fueron cargados 

directamente en un gel de poliacrilamida al 10% (p/v), de 0.75 mm de grosor y con un 

gradiente lineal de desnaturalización 35-65%  (Molina et al., 2009). El 100% de formamida-

urea está definido en una concentración de urea (Fluka) de 7M y una de formamida (Fluka) 

desionizada del 40% (p/v). Detalles de las soluciones stock de acrilamida y preparación del 

gen pueden consultarse en Viñas, 2005. El gradiente se realizó en tampón TAE 1X (2.0 M 

Tris  acetato, 100 mM Na2EDTA; pH 7.4) a 80V durante 16h a una temperatura constante de 

60ºC. Posteriormente, los geles  se tiñeron durante 45 min en buffer 1X TAE conteniendo 

Syber Gold y se visualizaron con luz UV en un transiluminador Alpha Innotech MultiImage.  

Para estimar la concentración (ug/ul) y el tamaño (pb) del ADN se hizo una comparación 

visual con un marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder,  BioRon Internacional, 100-

1000bp en incrementos de 100pb).  

Para la comparación y cuantificación de la intensidad de las bandas obtenidas mediante 

DGGE se empleó el software de tratamiento de imagen UN-SCAN IT gel 6.1 (SilkScientific 

Inc. EE.UU.), aplicándolo sobre la imagen digitalizada del gel obtenido. 

El dendrograma se construyó a partir de la matriz de presencia/ausencia de bandas, con la que 

se realizó un análisis UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) 

utilizando el programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2003).  
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44..  RREESSUULL TTAADDOOSS        

4.14.14.14.1  Obtención y selección del consorcio  Obtención y selección del consorcio  Obtención y selección del consorcio  Obtención y selección del consorcio E E E E2222EEEE5555  y la colonia C  y la colonia C  y la colonia C  y la colonia C17171717....    

 
Las curvas de crecimiento microbiológico para los 9 tratamientos con los consorcios de 

las muestras de aguas 1, 2 y 3, en presencia de naproxeno, carbamazepina o mezcla se 

muestran en la Figura 1A. Se seleccionaron los tratamientos en los que se observó incremento 

de las densidades ópticas (E1, E2, E4, E5) y se repitió con ellos la experimentación (Figura 

1B).  

   

    

    

    

    

 

Figura 1.- Curvas de crecimiento microbiológico para cada una de las aguas con cada uno de los 

tratamientos con consorcio E1-E9 con concentración de inóculo baja (A) y curvas de crecimiento para 

los tratamientos que alcanzaron mayores densidades (E1, E2, E4 y E5) con concentración de inóculo 

alta (B).    

 

Los tratamientos que mayor crecimiento tuvieron fueron el E2 y E5, provenientes del 

Agua 2, agua que ha sido sometida a tratamiento secundario y se descarga directamente al río. 

A partir de estos resultados se preparó el consorcio E2E5 que es fruto de la mezcla de inóculo 

del tratamiento E2 y E5.  

Las curvas de crecimiento microbiológico para las colonias aisladas del Agua 1 (Figura 

2A), del Agua 2 (figura 2B) y del Agua 3 (Figura 2C) mostraron  incrementos significativos 

de las densidades ópticas para las colonias C2 del Agua 1, C8 del Agua 3, y C11, C13, C15 y 

C17 del Agua 2. Se repitieron los experimentos con estas colonias para confirmar dichos 
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incrementos (Figura 2D). En este último experimento la C17 del Agua 2 fue la que mejor 

creció con naproxeno y carbamazepina como únicas fuentes de carbono y energía. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.- Curvas de crecimiento de las colonias aisladas del Agua 1 (2A), del Agua 2 (2B), y del 

Agua 3 (2C). Curvas de crecimiento con  las colonias que presentaron mejores resultados (2D). 
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4444. 2 . 2 . 2 . 2  Experimentos con el consorcio microbia Experimentos con el consorcio microbia Experimentos con el consorcio microbia Experimentos con el consorcio microbiano Eno Eno Eno E2222EEEE5555....    

 
La evolución de la densidad óptica durante el proceso de biodegradación del consorcio 

microbiano E2E5 fue estudiada tanto para el naproxeno (Figura 3A), como para la 

carbamazepina (Figura 3B), y para ambos fármacos se estudió la influencia de la glucosa 

como fuente de carbono adicional o secundaria.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Evolución de la densidad óptica para el consorcio E2E5 con naproxeno (A), con glucosa 

(�), y sin glucosa (�) y para la carbamazepina (B) con glucosa (�) y sin glucosa (�). Las barras 

indican el error estándar. 

 

Cuando se añade naproxeno pero no glucosa (Figura 3A), puede observarse que el 

consorcio no crece. Sin embargo, cuando se añade la glucosa comienza directamente una fase 

exponencial, en la que experimenta un aumento la densidad óptica, que duró hasta el noveno 

día. A partir de ese momento, el consorcio disminuye la densidad óptica pero se mantiene en 

niveles altos (0.35 AU) durante los últimos 6 días.  

Para el caso de la carbamazepina (Figura 3B) se obtienen densidades ópticas ligeramente 

superiores, para ambos tratamientos (con y sin glucosa), siendo mayores los valores de 

densidad alcanzados cuando la glucosa es añadida. Las fases de la curva de crecimiento en 

presencia de glucosa coinciden con las del naproxeno y glucosa por lo que pueden estar 

consumiendo únicamente la glucosa. Sin embargo, el consorcio microbiano en presencia 

exclusivamente de carbamazepina mostró incrementos superiores a los observados con el 

naproxeno y sin glucosa.  
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Las densidades ópticas máximas alcanzadas mostraron diferencias significativas 

dependiendo del tipo de fármaco y de la adición de glucosa (Tabla 6), siendo mayores las 

obtenidas con carbamazepina, y con glucosa (Figura 4A).  

 

 
Tabla 6. – Análisis de la varianza de las densidades ópticas máximas alcanzadas (I) y del 

porcentaje de eliminación final del fármaco (II).  

(I) ANOVA: Densidades ópticas máximas alcanzadas. 

FACTOR 
Suma de 

 cuadrados 
gl F p 

Tipo de fármaco. 0,15 1 19,0 ** 
Glucosa 0,05 1 5,9 * 

Fármaco x Glucosa 0,01 1 1,7 n.s 

Error 0,01 8 19,1 ** 

(II) ANOVA: Porcentajes eliminación final del fármaco. 

FACTOR 
Suma de 

cuadrados 
gl F p 

Tipo de fármaco. 1022,39 1 8,4 * 
Glucosa 2530,28 1 20,8 ** 

Fármaco x Glucosa 4139,73 1 34,0 ** 
Error 121,70 8 8,4 * 

      *< 0,05 y ** < 0,01, n.s >0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.- A) Promedio de la densidad óptica máxima alcanzada con naproxeno (N) y 

carbamazepina (C) y con glucosa (G+) y sin ella (G-). B) Promedio del porcentaje de eliminación de 

fármaco naproxeno con glucosa (NG+), naproxeno sin glucosa (NG-), carbamazepina con glucosa 

(CG+) y carbamazepina sin glucosa (CG-) Las barras indican el error estándar. Las letras indican 

diferencias entre grupos (p < 0.05, SNK) 
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La Figura 5 muestra la concentración en mg l-1 de naproxeno y carbamazepina en función 

del tiempo, con y sin glucosa. La concentración del naproxeno disminuye hasta un 77% en el 

tratamiento con glucosa, mientras que en el resto de los tratamientos no se alcanzan 

porcentajes de eliminación superiores al 30%.(21% Naproxeno sin glucosa, 12% 

carbamazepina con glucosa, 30% carbamazepina sin glucosa). El porcentaje final de 

eliminación en función del tipo de fármaco y de la adición de la glucosa mostró diferencias 

significativas en la interacción (Tabla 6) de los dos factores (tipo de fármacos x adición de 

glucosa).  

Los resultados indicaron que el porcentaje de eliminación del naproxeno con glucosa fue 

significativamente mayor que sin glucosa (Figura 4A) pero entre el naproxeno sin glucosa, la 

carbamazepina sin glucosa y la carbamazepina con glucosa, el análisis SNK no muestra 

diferencias significativas (Figura 4B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.-A) Concentración de naproxeno con glucosa (�) y sin glucosa (�) a lo largo del 

tiempo. B) Concentración de carbamazepina con glucosa (�) y sin glucosa (�) a lo largo del tiempo. 

Las barras indican el error estándar. 

 

 
Las mediciones de la toxicidad llevadas a cabo mediante el test MicrotoxTM se realizaron 

para todos los cultivos en el tiempo inicial y final de cada tratamiento. La toxicidad para el 

tiempo inicial de todos los tratamientos fue del 100%, mientras que los valores medios finales 

no mostraron grandes disminuciones siendo de un 88 % ± 12 para el NG+, un 85 % ± 10 para 

el NG-, un 100% ± 0,1 para el CG+ y un 82 % ± 15 para el CG-.  
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La Figura 6 muestra la diversidad de las bandas del consorcio E2E5 de cada uno de los 

tratamientos. Los tratamientos con glucosa (NG+, CG+) mostraron menos bandas (1, 3 y 4), 

pero más intensas (sobre todo la banda 4),  que los tratamientos sin glucosa (2,4,5,6,7 y 8). La 

banda 5 se adapta mejor a la presencia de naproxeno sin glucosa, mientras que las bandas 7 y 

8, a la carbamazepina sin glucosa. 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6:-  Análisis DGGE para los tratamientos con el consorcio E2E5. Marcador peso molecular 

(MPm), Consorcio E2E5 añadido a cada tratamiento en el tiempo inicial (I). Consorcio E2E5 tras 16 días 

de incubación con naproxeno y glucosa (NG+), con naproxeno (NG-), con carbamazepina y glucosa 

(CG+) y con carbamazepina (CG-).  
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4. 4. 4. 4. 3 3 3 3  Experimento factorial  Experimento factorial  Experimento factorial  Experimento factorial fraccionado.fraccionado.fraccionado.fraccionado.  

 

La Figura 7 muestra los valores de las pendientes de la curva de crecimiento 

microbiológico (µ) y de la densidad óptica máxima alcanzada para cada tratamiento. Todos 

los tratamientos comienzan con la misma densidad óptica (0,2 A.U).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
     

 

 Figura 7. – Promedio de las tasas de crecimiento para los tratamientos con concentración de 

microorganismos alta (A) y baja (B). Densidad óptica máxima alcanzada a 600nm para cada 

tratamiento con concentración de microorganismo alta (C) y baja (D). Las barras de error indican el 

error estándar.  

 

El análisis estadístico para el diseño factorial completo de la tasa de crecimiento (µ) 

encuentra significativo  (p<0,01) el tipo de microorganismo utilizado, la concentración a la 

que ha sido inoculado y la interacción entre ambos fármacos (Tabla 7). El consorcio alcanza 

pendientes más acusadas que la cepa aislada, y para ambos microorganismos, el crecimiento 

es mayor cuando la concentración de inóculo es baja (Figura 8). Sobre la interacción entre el 
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naproxeno y la carbamazepina, debido al diseño utilizado, no puede sacarse ninguna 

conclusión, ya que en este valor de la interacción están recogidos otras interacciones de 

segundo orden que son alias entre si, como es la interacción entre el tipo de microorganismo y 

la concentración de inóculo; y la interacción de la glucosa y concentración de fármaco, pero si 

permite decir, aunque no con total certeza, que el crecimiento es mayor cuando los fármacos 

están presentes como fuente de carbono (Figura 9A). 

 

Tabla 7. - Análisis de la varianza para la tasa de crecimiento bacteriano (I) y las densidades 

ópticas máximas alcanzadas (II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            *< 0,05 y ** < 0,01, n.s >0,05 
 

FACTOR 
Suma de 

cuadrados 
gl F p 

(I)  ANOVA: Tasa de crecimiento µ (1/h) 

C. 3,30·10-5 1 1,210 n.s 

N. 3,50·10-5 1 1,304 n.s 

TM. 2,82·10-4 1 10,456 ** 
G. 5,90·10-5 1 2,183 n.s 

CM. 3,26·10-4 1 12,063 ** 
CF. 1,80·10-5 1 0,673 n.s 

C x N 4,34·10-4 1 16,081 ** 
C x TM 7,50·10-5 1 2,781 n.s 

C x G 0,00·10-0 1 0,013 n.s 

C x CM 5,20·10-5 1 1,936 n.s 

C x CF 8,00·10-6 1 0,304 n.s 

TM x G 1,00·10-6 1 0,049 n.s 

TM x CF 9,00·10-6 1 0,345 n.s 

ERROR 2,70·10-5 18     

(II) ANOVA: Densidad óptica máxima alcanzada (A.U) 

C. 4,56·10-2 1 2,937 n.s 

N. 6,28·10-2 1 4,046 n.s 

TM. 1,52·10-1 1 9,793 ** 
G. 5,67·10-3 1 0,365 n.s 

CM. 4,35·10-2 1 2,802 n.s 

CF. 9,33·10-2 1 6,009 * 

C x N 2,41·10-2 1 1,551 n.s 

C x TM 6,94·10-2 1 4,468 n.s 

C x G 2,09·10-2 1 1,347 n.s 

C x CM 2,42·10-2 1 1,558 n.s 

C x CF 7,08·10-3 1 0,456 n.s 

TM x G 9,80·10-5 1 0,006 n.s 

TM x CF 1,96·10-1 1 12,598 ** 
ERROR 1,50·10-2 18     
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Para las densidades ópticas máximas alcanzadas, el tipo microorganismos mostró 

diferencias significativa (Tabla 7) siendo los valores alcanzados con la colonia C17 

significativamente mayores que los alcanzados con el consorcio E2E5. (Figura 8). Apareció 

también como significativa la interacción entre el tipo de microorganismo y la concentración 

de fármaco usada. La colonia C17 alcanza valores superiores cuando el fármaco está en 

concentraciones altas y el consorcio cuando las concentraciones de fármaco son bajas. Este 

efecto estaría solapado con la interacción de la glucosa y el tipo de microorganismo (Figura 

9B). 
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Figura 8. – Promedio de la tasa de crecimiento para los tratamientos. Tipo de microorganismo 

TM, siendo el consorcio E2E5 (C) y la colonia (C17), concentración de inóculo CM alta (A) y baja (B). 

Promedio de las densidades máximas alcanzadas para el tipo de microorganismo TM.  (� Alta,      

Baja) en la tasa de crecimiento microbiano (µ).  Efecto del tipo de microorganismo TM (� Consorcio, 

� Colonia C17) en las densidades máximas alcanzadas.  
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Figura 9. - A) Interacción del tipo de naproxeno (N) y carbamazepina (C.). (+) Indica presencia, 

(-) ausencia. para la tasa de crecimiento bacteriano B) Interacción del tipo de microorganismo y la 

concentración de fármaco usada. en las densidades ópticas máximas alcanzadas.  

 

 

Los resultados del incremento de la población heterótrofa calculados a partir de los 

resultados del NMP se muestran en la Figura 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 Figura 10. -  Incremento de la población microbiana creciendo con glucosa (A) y sin glucosa (B). 

Las barras indican el error estándar.  
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El incremento de la población microbiana mostró diferencias significativas (Tabla 8) para 

el los tratamientos naproxeno (N), tipo de microorganismos (TM) y presencia de glucosa (G). 

El incremento de las poblaciones fue significativamente mayor en los tratamientos donde el 

naproxeno está presente, en los tratamientos con glucosa y con la colonia C17 (Figura 11).   

También es significativa la interacción de la carbamazepina con la concentración de 

microorganismo, pero al ser alias de otra interacción de la que han salido efectos 

significativos se analizará su alias (N. x TM). La interacción de la glucosa con el tipo de 

microorganismo también es significativa. De estas interacciones puede sacarse que la colonia 

C17 crece mejor que el consorcio, y mejor con naproxeno y glucosa presentes (Figura 12).   

 

 

          Tabla 8. - Análisis de la varianza para el incremento de la población microbiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

    *< 0,05 y ** < 0,01, n.s >0,05 
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ANOVA: Incremento celular  (NMP) 

FACTOR 
Suma de 

cuadrados 
gl F p 

C. 4,57·10-2 1 0,549 n.s 
N. 2,48·10-0 1 29,848 ** 

TM. 2,05·10-0 1 24,619 ** 
G. 8,62·10-1 1 10,358 ** 

CM. 9,70·10-2 1 1,166 n.s 

CF. 2,82·10-2 1 0,338 n.s 

C x N 4,35·10-1 1 5,231 * 
C x TM 1,66·10-1 1 1,996 n.s 
C x G 3,98·10-1 1 4,781 * 

C x CM 1,07·10-0 1 12,846 ** 
C x CF 6,41·10-4 1 0,008 n.s  
TM x G 8,01·10-1 1 9,615 ** 
TM x CF 5,56·10-2 1 0,668 n.s  
ERROR 1,50·10-9 18     
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 Figura 11.- Promedio del incremento de la población microbiana para los tratamientos Naproxeno 

(N), Glucosa (G) y tipo de microorganismos (TM).  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.- A) Interacciones entre el naproxeno (N.) y el tipo de microorganismo.  B) Interacción 

entre la glucosa (G.) y el tipo de microorganismo. Presencia (+) y ausencia (-),   en el incremento 

celular. 

 
 

Los porcentajes de eliminación de cada fármaco se muestran en la Figura 13.  Hay 4 

tratamientos (1,2 9 y 10), que no contienen ningún fármaco y por lo tanto el valor no existe. 

Por el contrario, existen otros 4 tratamientos (3, 4, 11, y 12) que contienen la mezcla de 

ambos tratamientos y tienen dos valores, uno correspondiente a cada fármaco. Debido a la 

ortogonalidad del diseño, para los tratamientos con mezcla, se ha calculado tanto el porcentaje 
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global de eliminación de la concentración de fármacos (Figura 13A), como la eliminación de 

cada fármaco dentro de la mezcla (Figura 13B y Figura 13C). Se alcanzaron valores muy 

próximos a la completa eliminación del naproxeno en los tratamientos 13 y 8. Para la 

carbamazepina se obtuvieron porcentajes reeliminación máximos del 65% (tratamiento 5). 

 

Para poder incluir el porcentaje de degradación de cada fármaco dentro de la mezcla, el 

análisis de la varianza para el porcentaje de degradación no se realizó multifactorialmente 

sino para cada factor por separado. Sólo fue significativamente diferente el tipo de fármaco 

degradado (F(3,28) = 6,5, p = 0,002) siendo  mejor degradado el naproxeno (Figura 14). No 

se observan diferencias entre la degradación del fármaco solo y dentro de la mezcla (Figura 

14, los tratamientos que comparten letra no son significativamente diferentes).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. - Porcentaje de eliminación global de la concentración de fármacos para cada 

tratamiento (A), y porcentaje de eliminación de cada  fármaco en los tratamientos con mezcla (B, C). 
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Figura 14.  - Influencia del fármaco utilizado en los porcentajes de eliminación. 

 
 
 

Los resultados obtenidos para la evaluación del  CO2 emitido en la respiración  se 

muestran en la Figura 15. Los resultados del análisis de varianza para esta medida se 

encuentran en la Tabla 9. El único factor principal significativo ha resultado el tipo de 

microorganismo, siendo mayores los valores para la colonia C17. Es significativa la 

interacción de la carbamazepina y el naproxeno. Se analizará su alias (TM x CM), puesto que 

incluye un factor principal significativo. También es significativa la interacción de la 

carbamazepina y la concentración de fármaco (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

                                 

         

 
 
 
 

 
 

Figura 15. – Respiración microbiológica para cada tratamiento (moles CO2). 
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Tabla 9. – Resultados del análisis de la varianza la respiración microbiana. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     *< 0,05 y ** < 0,01, n.s > 0,05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Figura 16 .- A) Interacciones entre el tipo de microorganismo (TM.) y la concentración de 

microorganismo inoculada. B) Interacción entre la carbamazepina (C) y la concentración de fármaco. 

Presencia (+) y ausencia (-).   

 
 

 

 

 

 

FACTOR 
Suma de 

cuadrados 
gl F p 

ANOVA: Respiración (moles) 

C. 0,00·10-0 1 0,148 ns 
N. 0,00·10-0 1 0,135 ns 

TM. 2,10·10-5 1 477,058 ** 
G. 0,00·10-0 1 2,415 ns 

CM. 0,00·10-0 1 5,443 * 
CF. 0,00·10-0 1 0,039 ns 

C x N 1,00·10-6 1 18,896 ** 
C x TM 0,00·10-0 1 0,138 ns 

C x G 0,00·10-0 1 2,582 ns 

C x CM 0,00·10-0 1 0,089 ns 

C x CF 0,00·10-0 1 10,548 ** 
TM x G 0,00·10-0 1 1,217 ns 

TM x CF 0,00·10-0 1 5,902 * 
ERROR 0,00·10-0 18     
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Para la toxicidad no se encuentran diferencias significativas entre ningún factor o 

interacción. Todos los tratamientos comienzan con una toxicidad del 100%, y no disminuyen 

en de valores del 90%, salvo el tratamiento16, con la colonia C17 que ha alcanzado 

toxicidades finales del 60%.   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16.- Porcentajes de toxicidad final alcanzados para cada tratamiento. 
 

 

 

La figura 17 contiene los resultados del árbol filogenético obtenido para el hongo H1 La 

secuenciación de la región 16S del hongo aislado del consorcio E2E5 rindió una secuencia de 

582 pb. Esta secuencia fue comparada con las disponibles en el genbank ofreciendo un 100% 

de identidad con Lecanicillium lecanii EF512977. La  secuencia H1 y 16 secuencias  

genéticamente próximas procedentes del genbank fueron alineadas obteniéndose una matriz 

cuya longitud fue 601 nucleótidos  de los cuales 45 fueron parsimonicamente informativos. 

Tras el análisis filogenético se produjeron 4 árboles igualmente parsimónicos, cuyo árbol 

consenso tuvo un índice de consistencia (CI) y de retención (IR) de 0.833 y 0.971 

respectivamente. En este árbol todos  los clados estuvieron soportados por valores de 

"boostrap" mayores o iguales al 50%. (Figura x). El hongo H1 quedo circunscrito en el clado 

correspondiente a L. muscarium con un valor de bootstrapa del 71%. Por tanto, se observa una 

incongruencia entre la identificación inicial por comparación entre secuencias y el árbol 

filogenético tras el análisis por parsimonia. 

1_9 2_10 3_11 4_12 5_13 6_14   7_15 8_16
40

50

60

70

80

90

100

110

120

%
 T

ox
ic

id
ad

 fi
na

l 

Tratamiento

 Consorcio
 Colonia

          



Degradación de naproxeno y carbamazepina por tratamientos microbiológicos. 
 

 - 42 - 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. - Árbol filogenético obtenido a partir de las secuencias del fragmento ITS que 

identifica al hongo.  Los valores de “Bootstrap” superiores al 50% se muestran en la rama del árbol. El 

árbol tiene como raíz L. fungicola) 

 

La identificación de la colonia bacteriana capaz de mineralizar los fármacos es de 

momento preliminar debido a dificultades en la lectura del cromatograma, por lo que en este 

momento nos aventuramos a decir que pertenece al grupo proteobacteria. No obstante es 

necesario una reamplificación y secuenciación mejorada. 

 

Los cambios en la estructura de las comunidades con el consorcio microbiano E2E5 se 

chequearon con el análisis DGGE. La Figura 18A muestra el resultado de este análisis. 
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Figura 18.- (A) Bandas del análisis DGGE correspondientes a fragmentos amplificados de la 

región 16S rARN de ADN aislado de los tiempos finales de los tratamientos 1-8 (composición en 

Tabla 4). Mpm: marcador peso molecular, I: Consorcio inoculado en el  tiempo inicial (t0)  (B) 

Dendograma del análisis de conglomerados por el método UPGMA . Las longitudes de las ramas son 

proporcionales a los cambios os diferencias genéticas (0,1). 

 

Existen dos bandas predominantes (bandas j, k.), que se han desarrollado con mucha 

intensidad para todos los tratamientos (Figura 18A), incluidos lo que no contienen PPCPs 

como fuente de carbono (1,2), y que parecen ser las que han desarrollado mayor capacidad de 

degradar los fármacos, ya que son considerablemente más intensas en los tratamientos con 

PPCPs presentes. Para identificar los perfiles del DGGE que tienen similitudes entre las 

bandas presentes, se realizó un análisis de conglomerados por el método UPGMA. Una 

ventaja de este análisis es que las coincidencias entre tratamientos pueden observarse 

fácilmente (Fromin et al., 2002). El resultado obtenido en forma de dendrograma (Figura 

18B) nos permite ver cuál es la bondad de la separación en la agrupación jerárquica de 
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conglomerados. Todos los tratamientos han sabido adaptarse a las fuentes de carbono y han 

continuado su crecimiento (el dendograma muestra el inóculo separado del resto, y el primero 

en incorporarse al cluster). El tratamiento 4  ha salido muy diferente a todos los demás, la 

distancia que presenta con el resto de los tratamientos es muy grande. Este tratamiento 

corresponde a la mezcla de fármacos en presencia de glucosa, y es el tratamiento que menores 

porcentajes de degradación presenta. Las bandas j, k (Fig. 18A), aparecen con menor 

intensidad, y han crecido especies que no están en ningún otro tratamiento (e,x,y,z), que no 

deben presentar capacidad de degradación, y posiblemente utilizan como fuente de carbono la 

glucosa.  

El dendograma distingue dos grupos más, las ramas  obtenidas para los tratamientos   2 y 

3, han salido muy similares entre si, y  cercanas a la banda 1.  Esto sugiere que cuando 

carbamazepina y naproxeno se encuentran en la mezcla, las cepas microbianas que se 

desarrollan y predominan son diferentes, y más parecidas a los tratamientos sin fármacos, por 

lo que puede deducirse que la adaptación y capacidad de degradación es menor en la mezcla y 

que por alguna razón no pueden consumir los fármacos.  

El otro grupo estaría formado por las bandas 6 y 8 que son muy similares entre si 

(carbamazepina y naproxeno, ambas con glucosa), y que no difieren mucho tampoco del 

tratamiento con carbamazepina sin glucosa 5. El tratamiento con naproxeno sin glucosa (7) es 

el que más diferente dentro del grupo.  En estos tratamientos las comunidades microbianas 

son muy parecidas y capaces de degradar moléculas complejas como son los PPCps. 
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55555555........         DDDDDDDDIIIIIIIISSSSSSSSCCCCCCCCUUUUUUUUSSSSSSSSIIIIIIIIÓÓÓÓÓÓÓÓNNNNNNNN        

En este estudio se ha analizado el proceso de degradación de los fármacos naproxeno y 

carbamazepina por la comunidad microbiana E2E5 y por la cepa bacteriana aún no identificada 

C17 (filo proteobacteria), mediante parámetros químicos y biológicos (tasa de crecimiento 

microbiano, densidades ópticas máximas alcanzadas, respiración, incremento de la población, 

% de eliminación de los fármacos y toxicidad). Todos los microorganismos utilizados en los 

experimentos han sido obtenidos de muestras de aguas provenientes de la planta de 

tratamiento de aguas Arroyo de la Vega, ya que las comunidades microbianas expuestas de 

manera permanente a una determinada contaminación, tienden a ser dominadas por 

organismos capaces de utilizar esos contaminantes como únicas fuentes de carbono y energía 

(Gallego et al. 2007). 

Los factores como una fuente primaria de carbono (glucosa), la concentración del PPCP, o 

la concentración a la que el microorganismo ha sido inoculado,  son factores que pueden 

influir en la optimización del proceso (Onesios et al., 2009). La simulación en laboratorio de 

los procesos degradadores de contaminantes orgánicos usando diferentes microorganismos y 

compuestos químicos es absolutamente necesaria antes de su introducción en el ambiente para 

biorremediar zonas contaminadas. 

Mediante el experimento con el consorcio E2E5, se consiguieron porcentajes de 

eliminación de un 77% para el naproxeno, y un 29% para la carbamazepina. Con los 

experimentos del diseño factorial se consiguió optimizar la degradación, obteniéndose la 

eliminación completa del naproxeno, y porcentajes de eliminación de la carbamazepina de 

hasta el 65%. Estos resultados son novedosos, ya que la carbamazepina es de los fármacos 

más resistentes a la biodegradación. En revisiones recientes (Onesios et al., 2009) se ha 

descrito que la eliminación de este fármaco en plantas de tratamiento de aguas nunca ha sido 

superior al 40 %. Los porcentajes encontrados a escala de laboratorio (0-50 %) han sido 

también inferiores a los resultados obtenidos en este trabajo (Bendz et al., 2006; Bernhard et 

al., 2006; Clara et al., 2005b, Rodríguez-Rodríguez et al. 2010, Ternes et al., 2007) siendo los 

valores más altos en fangos y fase sólida. El rango de porcentajes de eliminación para el 

naproxeno encontrados en bibliografía es muy amplio (desde el 45 % hasta el 100 %) tanto en 

fase líquida como sólida.  (Bendez et al. 2005, Carballa et al. 2007ª, Nakada et al. 2006, 

Rodríguez et al. 2003, Rodriguez-Rodriguez et al. 2010, Vieno et al. 2005). 
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Las tasas máximas de crecimiento (µ) fueron significativamente mayores cuando las 

concentraciones del inóculo fueron bajas. También, las densidades máximas, los incrementos 

celulares y la respiración fueron mayores en los tratamientos con la colonia C17. Estos 

resultados, contradicen los obtenidos por Szabó et al., 2007 en la que los inóculos más 

diluidos eliminan las especies menos abundantes afectando negativamente el funcionamiento 

de los ecosistemas. Estudios previos (Loreau et al., 2001) mantienen que la riqueza de 

especies aumenta la función del sistema, en nuestro caso sería la capacidad de degradación de 

los fármacos. Sin embargo, nuestros resultados mostraron, que la eliminación de los fármacos 

era independiente del tipo de microorganismo (comunidad microbiana E2E5 vs. cepa 

bacteriana C17). El hecho de que un proceso de degradación no sea independiente de si es una 

comunidad microbiana o una sola cepa bacteriana quien lo realice es muy interesante desde el 

punto de vista eficaz del proceso (Onesios et al., 2009) sobretodo con respecto a los procesos 

de aplicación enzimática. Estos resultados sugieren que cuando se alcanzan determinadas 

densidades críticas las interacciones de competencia por los recursos pueden afectar 

negativamente los procesos (Pritchard., 1992). 

Los porcentajes de degradación obtenidos en el experimento previo con el consorcio son 

superiores para el  naproxeno en presencia de glucosa (un 86% frente al 21% sin glucosa),  

pero no ocurre así con la carbamazepina (12% con glucosa, 30% en ausencia de ésta). Para el 

experimento factorial, la presencia de glucosa resultó significativa sólo en el crecimiento de la 

población evaluada mediante el NMP,  mejorando el crecimiento de la población de 

microorganismos, pero no afectó a los porcentajes de eliminación de los PPCPs. En los 

análisis de DGGE, la presencia de glucosa disminuyó la biodiversidad del consorcio. Sólo en 

el caso del naproxeno dentro del experimento factorial se obtienen más bandas y más intensas 

en presencia de glucosa. A falta de información que sugiera otra cosa sobre los mecanismos 

de degradación de PPCPs, actualmente se asume que cuando se añade una fuente de carbono 

de fácil asimilación, y un compuesto tóxico en cantidades traza, los microorganismos están 

degradando los contaminantes a través de cometabolismo.  (Onisios et al., 2009; Ternes y 

Joss, 2006), pero no se ha encontrado bibliografía en la que se estudie el efecto de añadir esa 

fuente de carbono lábil en el caso de la carbamazepina y el naproxeno.  Vroumsia et al., 1999 

observó que con concentraciones de 5g/L de glucosa, Verticillium lecanii era capaz de 

degradar compuestos orgánicos xenobióticos de estructura similar a los PPCPs de este 

estudio, y el porcentaje de degradación era superior al obtenido en ausencia de glucosa. Sin 

embargo, cuando usó concentraciones de 10 g/L, el porcentaje de degradación era inferior 

incluso al de la ausencia de glucosa.  Muchos hongos tienen la capacidad de secretar enzimas 
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oxidativas que son las responsables de la degradación, y la producción de estas enzimas está 

asociada al metabolismo secundario ante bajas concentraciones de nutriente (Lopez et al., 

2004, Eibes et al., Feijoo et al., 2008). La degradación se ha observado incluso cuando no hay 

glucosa en el medio, lo que parece indicar que la aclimatación al medio es suficiente para 

empezar la degradación, y que la glucosa puede inhibir la producción de enzimas capaces de 

degradar el fármaco. En el caso del naproxeno, pueden estarse dando efectos de 

cometabolismo (Quintana et al., 2005). 

Se decidió determinar la toxicidad para los tratamientos previos con el consorcio E2E5 y 

para el diseño factorial, ya que la mera desaparición del compuesto estudiado no tiene porqué 

significar la completa biodegradación. Si bien se conocen los porcentajes de eliminación de 

estos fármacos por algunas especies,  muy poco se sabe sobre la evolución de la toxicidad en 

este tipo de consorcios (Onesios et al., 2009). A excepción del tratamiento 16, no se han 

encontrado disminuciones de la toxicidad significativas, pese a estar produciéndose la 

eliminación de los fármacos. Es debido a que se están generando compuestos intermedios, 

cometabolitos, que pueden ser incluso más tóxicos que los productos iniciales (Rodríguez-

Rodriguez., 2010, Zhong et al., 2003, Quintana et al., 2005), y está pendiente su identificación 

mediante LC-MS.  

Se identificó durante las pruebas de estima de la población bacteriana (NMP), realizadas 

para el experimento factorial, que aparte de la biodiversidad bacteriana, el consorcio E2E5 

estaba compuesto también por un hongo (H1). Esto ocurría en la mayoría de los tiempos 

finales para el consorcio, por lo que se descartó que fuera una contaminación. Se realizó la 

extracción de ADN para la colonia C17 y el hongo H1, de cara a su posterior identificación.  

Para la identificación del hongo se replicó la región  Nu-rDNA, la más popular en los 

estudios moleculares filogenéticos, que contiene los genes 18S, 5.8s y 28s  altamente 

conservados,  las variables ITS1 y ITS2 y la región IGS no transcrita. Esta región suele 

proveer datos adecuados para determinar el estado taxonómico de un hongo (Li et al., 1994, 

Min y Hickey, 2007).La primera identificación del hongo por comparación con la base de 

datos del genbank revelo una identidad del 100% con L. lecanii (AB079127). Sin embargo, el 

análisis filogenético localizo al hongo dentro del grupo L. muscarium con un valor de 

boostrap aceptable. Esta incongruencia se debe a dificultades en la identificación morfológica 

dentro de este grupo de hongos, de tal manera que muchas secuencias enviadas al genbank 

son erróneas en su identificación. Además, hay que agregar que sólo cuando se ha llevado a 

cabo un estudio multigénico de este grupo se ha verificado la monofilea del genero (Kouvelis 

et al., 2008, Sung et al., 2007). Por tanto, el hongo aislado pertenece al clado de L. muscarium 
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dentro del complejo de especies L. lecanii s. lat. de acuerdo con  Kouvelis et al., 2008) y  Diaz 

et al., 2009. 

Lecanicillium muscarium (Verticilluim Lecanii), es un hongo entomopatogénico y 

lignolítico que ha sido usado con éxito como agente de control de plagas (Butt et al, 2001).  

Los hongos lignolíticos son microorganismos capaces de de degradar lignina, que es un 

polímero amorfo y complejo, cuya estructura aromática es similar a la estructura molecular de 

muchos contaminantes como los PAHS, pesticidas, policlorobifenilos y tintes sintéticos 

(Cajthaml et al., 2001) Esta capacidad está relacionada con la secrección de enzimas 

oxidativas como lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa versátil 

(VP) y laccasa.  

Son varios los estudios que demuestran el efecto degradador de L.lecanii sobre 

contaminantes. Vroumsia et al., 1999,  encontró que es este hongo es capaz de degradar 

químicos xenobióticos provenientes de fuentes químicas e industriales en medios líquidos. 

Krivobok et al., 1998, también encontró que esta especie degradaba antraceno entre un 70 y 

90%.  Para PAHs de elevado peso molecular (4-7 anillos), se ha encontrado una máxima 

degradación por Lecanicillium sp. en condiciones de bajo oxígeno.(Silva et al., 2009).  

Clemente et al., 2000, encontró también que Lecanicilllium  sp. era capaz de degradar PAHs 

de suelos contaminados hasta porcentajes superiores al 70%.  

Hasta donde nosotros sabemos no se ha descrito ningún hongo de este grupo capaz de 

degradar PPCPs  aunque si otros tipos de hongos. Por ejemplo, Rodarte-Morales et al., 2010 

encontraron que diferentes cepas de Bjerkandera sp. y Phanerochaete chrysosporium fueron 

capaces de degradar la carbamazepina y el naproxeno completamente. Rodríguez-Rodriguez 

et al., 2010 encontraron que la especie Tratametes versicolor es igualmente capaz de degradar 

naproxeno y carbamazepina en presencia de glucosa con porcentajes del 95% para el 

naproxeno en medio líquido, y del 50% para ambos en lodos activados.  La especie 

Cunninghamella también se encontró capaz de degradar el naproxeno en su totalidad (Zhong 

et al., 2003). Por tanto, esta seria la primera vez en que se describe un hongo del genero 

Lenanicillium con capacidad para degradar PPCPs. De la colonia C17 sólo hemos podido 

aventurarnos a decir que pertenece al grupo proteobacteria.  

Nuestros resultados cumplen los objetivos fijados al inicio del proyecto al haber podido 

obtener microorganismos degradadores de PPCPs aislados directamente de un agua sometida 

permanentemente a contaminación. Es aún más importante y novedoso el hecho de que se 

hayan conseguido porcentajes de degradación de la carbamazepina del 65%, y la completa 

degradación del naproxeno. Sin embargo, no se ha conseguido reducir la toxicidad del medio.  
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Mediante técnicas moleculares se ha identificado y localizado filogenéticamente a estos 

microorganismos en una colonia del género de las proteo-bacterias, y un hongo del género 

Lecanicillium Lecanii. Sin duda, la identificación de este último género es un resultado muy 

importante, ya que son pocos los estudios que hayan relacionado a Lecanicillium con procesos 

de biodegradación.  

        

66666666........         CCCCCCCCOOOOOOOONNNNNNNNCCCCCCCCLLLLLLLLUUUUUUUUSSSSSSSSIIIIIIIIOOOOOOOONNNNNNNNEEEEEEEESSSSSSSS        

 
De los resultados obtenidos en el presente trabajo se destacan las siguientes conclusiones: 

 

1. Se encontró un consorcio microbiano (E2E5) y una colonia aislada (C17) del filo proteo-

bacterias capaces de degradar naproxeno y carbamazepina. La eliminación de los fármacos 

resultó independiente de si es la comunidad microbiana o la cepa bacteriana quien la realice.  

 

2. A través de los experimentos del diseño factorial se han conseguido altos porcentajes de 

eliminación tanto de la carbamazepina (65 %) como del naproxeno (100 %). 

 

3. Los factores glucosa, concentración de microorganismo y concentración de fármaco 

han condicionado el crecimiento microbiano, pero no afectaron  a los porcentajes de 

degradación de PPCPs.  

 

4. A pesar de que existió eliminación de naproxeno y carbamazepina, no disminuyó 

significativamente la toxicidad dentro de los tratamientos debido a que se han formado 

compuestos intermedios y no se producido la conversión total a CO2.  

 

5. Se ha identificado el género Lecanicillium Lecanii como integrante del  consorcio 

microbiano E2E5, Este género, hasta  ahora, no se había relacionado con procesos de 

degradación de PPCPS.  
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77777777........         LLLLLLLLÍÍÍÍÍÍÍÍNNNNNNNNEEEEEEEEAAAAAAAA        FFFFFFFFUUUUUUUUTTTTTTTTUUUUUUUURRRRRRRRAAAAAAAA        

 
Todos los resultados obtenidos en este trabajo resultan relevantes y novedosos. Además 

permiten establecer nuevas líneas de investigación en el campo de la biotecnología y de la 

bioremediación, de manera que mejoren y optimicen los procesos para alcanzar mejores 

resultados, y que centren la atención no sólo en la degradación de PPCPs sino también en la 

reducción de la toxicidad del medio en el menor tiempo posible. En este sentido resulta 

interesante estudiar e identificar los metabolitos que se han formado en el proceso de 

degradación del naproxeno, de la carbamazepina, y de la mezcla de ambos.  

Sería interesante trabajar con el grupo Lecanicillium Lecanii de manera aislada para 

confirmar estos resultados y segur trabajando en la optimización de la degradación. Una 

identificación más detallada de la colonia C17, y de los microorganismos presentes en el 

consorcio E2E5 está realizándose en la actualidad. Es necesario el estudio de estas 

comunidades microbianas con más profundidad.  

Por otra parte la extracción de enzimas implicadas en el metabolismo de PPCPs  capaces 

de neutralizar los contaminantes es una tarea todavía por desarrollar. El aislamiento e 

inmovilización de enzimas permiten el diseño de biorreactores que aumentan 

considerablemente la eficacia de los procesos. Por ello desde el punto de vista de la aplicación 

el identificar una única especie capaz de degradar los hidrocarburos como la colonia C17 es un 

hallazgo importante ya que la extracción de enzimas de un único género siempre será un más 

rentable que si se realiza a partir de un consorcio. Sería interesante continuar seguir 

estudiando la degradación con esta colonia del filo proteo-bacteria.  

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio suponen una importante aportación a 

la investigación de procesos de bioremediación de ambientes contaminados, así como a su 

futura aplicación. 
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