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RESUMEN

En este estudio se ha analizado el proceso ded¥ajpa de los farmacos naproxeno
(antiinflamatorios no esteroideo) y carbamazepewai¢onvulsionante) mediante procesos
microbianos (consorcio microbiangHg y la Proteobacteria @).

Se ha realizado un experimento preliminar parétarxion de un consorcio microbiano,
con capacidad de crecer ante estos farmacos coima fuente de carbono, a partir de
algunas muestras de agua (1, 2 y 3) de distintda\as de la depuradora Arroyo de la Vega.
Las mayores densidades microbianas se obtuviepamtia de la muestra de agua 2 (agua de
la salida de la planta, que ha sido sometida anianhto secundario y descarga al Arroyo de
la Vega). También se consiguieron aislar coloneabatterias de cada una de las muestras de
agua y se selecciono la que mayor densidad bawdemastro, la coloniaig aln en proceso
de identificacion. Esta cepa fue obtenida tambipartir del agua 2.

Se realizé un segundo experimento para confirmacal@acidad degradadora de los
farmacos (naproxeno Yy carbamazepina) con cons&iftg consiguiendo porcentajes de
eliminacion de un 77% para el naproxeno, y un 28%a fa carbamazepina.

Por ultimo, se disefié un experimento con 6 fact(@adamazepina, naproxeno, tipo de
microorganismo, concentracion de microorganismagcentracion del farmaco y adicion de
glucosa,) y Resolucion Tipo V, con el objetivo d& \a influencia de distintos parametros
(tasa de crecimiento microbiano, densidades Optio@simas alcanzadas, respiracion,
incremento de la poblacién, % de eliminacién de flosnacos, toxicidad) y optimizar el
proceso. Los resultados obtenidos nos mostraronlaguéasas de crecimiento mayores se
alcanzaron con el consorcighs y con las concentraciones de inéculo bajas. Siveego, las
densidades maximas alcanzadas y los valores dea@ép (produccion de C{p mostraron
valores significativamente mayores con la colonia C

Con respecto a los incrementos de las poblacidossresultados indicaron que los
mayores valores se alcanzaron con el naproxemolacadicion de glucosa y con la colonia
C,7. Sin embargo, el porcentaje de eliminacion de lomd&os soOlo presentd diferencias
significativas dependiendo del tipo de farmacoiaado. Los tratamientos Unicamente con
naproxeno fueron los que mostraron los porcentdgseliminacion significativamente
mayores (80 %) que los obtenidos con carbamazepmazcla (< 40 %). Los valores de

toxicidad no mostraron diferencias significativas aingun tratamiento porque los valores
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fueron altos y constantes durante los 16 dias debation. Solo el experimento con
naproxeno y la colonia;gredujo en un 40% la toxicidad inicial.

A partir de técnicas moleculares identificamos @hdo Lecanicillium lecaniidentro del
consorcio BEs como posible degradador de los farmacos. La eMiwtel consorcio Bs en
cada uno de los tratamientos se estudié con lace&ddGGE. Las bandas obtenidas se
evaluaron mediante un andlisis de conglomeradosbarétodo UPGMA. En general los
tratamientos con mezcla de farmacos mostraron iwvexrsalad diferente al resto de los
tratamientos con un solo farmaco, pero similarsatlatamientos sin farmacos, lo que sugiere
gue la adaptacion y capacidad de degradacion esrragia mezcla.

Mediante técnicas moleculares se han localizadmgditéticamente algunos
microorganismos que aun no han sido identificaGos. la colonia ¢ solo se llegd a una
identificacion preliminar como proteo-bacterias.d&s las bandas obtenidas en el DGGE
estan siendo analizadas a través de técnicas dacado que aun no han sido finalizadas. Si
se identifico el hongo de la espetiecanicillium Lecanii. Sin duda, la identificacion de este
altimo género es un resultado muy importante, ya son pocos los estudios que hayan
relacionado alLecanicillium con procesos de biodegradacion. Sin embargo, ndase
conseguido reducir la toxicidad del medio y se fommado especies intermedias, tanto en los

tratamientos con naproxeno como con glucosa, cariaxicidad similar al farmaco inicial.
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1. INTRODUCCION

Los productos farmacéuticos y de higiene persdPCPs por sus siglas en inglés), son
un amplio grupo de compuestos quimicos que abaocks los medicamentos humanos y de
animales, agentes de diagndsticos, complement@sniviicos, y otros quimicos como
fragancias, protectores solares, e ingredientestesieusados en la formulacion vy
manufacturacion de los PPCPs (Sirbu et al., 2086Jos compuestos, estan declarados
contaminantes emergentes del agua, contaminantegiamente desconocidos 0 no
reconocidos como tales. La presencia de los PPGR$ medio ambiente no es novedosa,
pero si la preocupaciéon por su posible impactoosndistintos compartimentos ambientales
(Barcelo et al., 2008). Estos contaminantes aurestan incluidos en las regulaciones
existentes de calidad de agua, sin embargo, ebgammado por PPCPs esta originando un
gran interés tanto cientifico como social en Idsnas afios.

Aunque se conocen evidencias de farmacos en elonsaiiatico desde los afios 70
(Barcelo et al., 2008), hasta la década de loso%kerhan detectado en niveles traza, gracias a
los avances tecnoldgicos (Ternes y Joss, 2006).dAayia, son numerosos los estudios que
evidencian la existencia de contaminacion por nasd@ntos en aguas superficiales, aguas
subterraneas y de consumo humano (Onesios e0@b; Kuster et al., 2008; Gomez et al.,
2006).

La entrada de estos contaminantes a las aguasfisiapes o subterraneas se da por
diversas vias. La principal forma de acceso eav@é$ de las aguas residuales urbanas, por la
falta de asimilacion y posterior excrecion porrgamismo, por la eliminacion directa a traves
del desagiie y mediante el depdsito como residdmsairbanos, y su posterior lixiviacion
hacia el medio acuatico. La ganaderia también esiderada una importante via de acceso de
estos productos a las aguas subterraneas o siglesfiecnediante la adicion de farmacos a los
animales y la posterior contaminacion del estiéutilizado como fertilizante. Y por ultimo,
las aguas residuales provenientes de hospitaldgbrgren también a la contaminacion con
mayor concentracion de farmacos que las domésticas.

Son muchos los esfuerzos que se estan realizandaeerminar la presencia y el riesgo
de estos microcontaminantes en los sistemas agsidti@a eliminacion durante el tratamiento
de aguas y sus procesos de reciclado. Las conciemiea halladas se sitian normalmente en
el orden de nglo pg I', sin embargo, incluso a bajas concentracionesPRBPs suponen
un riesgo debido a su alto potencial de biomaguifin a través de la cadena tréfica en




Degradacion de naproxeno y carbamazepina por tr&atos microbiologicos.

organismos acuaticos e incluso en la salud hum@haofpg et al., 2006; Crane et al., 2006;
Ankley et al., 2007). Algunos farmacos como el itmdipno, el diclofenaco, la carbamacepina,
o el acido clofibrico, han llegado a encontrarstugo en aguas potables (Bedner et al., 2006;
Gonzalez et al., 2010), lo que ha despertado ungmmmaeocupacion. Se ha visto que las
diferentes familias de farmacos presentan porcentdg eliminacion muy diferentes de un
estudio a otro (Onesios et al., 2009) ademas neepten la misma biodegradacién ya que
poseen estructuras quimicas muy diferentes queomdsp a reacciones enzimaticas
diferentes (Onesios et al., 2009; Kuster et aD82Gomez et al., 2006)

La Union Europea no ha fijado aun un limite maxideoestos compuestos en el agua
potable, por lo que no es necesario su seguimipsto, se esta estudiando incluir alguno de
ellos a la lista de contaminantes prioritariosatgla (Barcelo et al., 2008) como por ejemplo
el amidotrizoato (medio de contraste radiografitm);arbamazepina (anticonvulsionante), el
clotrimazol (antifangico), diclofenaco (AINE, amtflamatorio no esteroideo), yopamidol
(medio de contraste radiografico). El envejecinograulatino de la poblacion, especialmente
acusado en Esparfia, hace que sea posible prevensumno incluso mayor de medicamentos
en los proximos afios y por ello el Instituto Mundia la Salud, coloca a Espafia en el puesto
séptimo del consumo mundial de farmacos.

Las vias de actuacion que disminuyan la presereiBRICPs en el medio acuatico van
desde actuaciones sociales que conciencien a lagumi de su correcto uso y gestion del
residuo, como cambios en la composicion de los BP@R sustituyan los compuestos
activos mas agresivos o minimicen la fraccion emd® hasta la optimizacion de la
tecnologia y de las condiciones de operacion delssRs. Los mecanismos de eliminacion
de estos PPCPs a su paso por la EDAR, son difereiales como la adsorcion sobre los
sélidos presentes en el tratamiento, volatizaddtransformacion y mineralizacion. Se esta
estudiando la eliminacién de estos compuestos meedigcnicas de post-tratamiento mas
sofisticadas, como la ozonizacion (Suarez et &Q7p la filtracibn por membrana, o la
adsorcion sobre carbon activado. Sin embargo, pleente estas etapas a menudo supone un
gran encarecimiento del proceso global.

Son muchos los estudios y revisiones que conclgyerson necesarias investigacion mas
amplias sobre biodegradacion, toxicidad de compseshtermedios, y comunidades
microbianas degradadoras de PPCPs (Onesios €20819). Encontrar qué comunidades
bacterianas son capaces de degradar PPCPs, y ndi€iaoes de operacion son las mas

adecuadas permitiria optimizar parametros comupegpéracion de las EDAR para lograr
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una mayor biodegradacion en la planta que contaibayla solucibn de esta nueva
problematica.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo consisteestudiar la degradacion de dos
farmacos elegidos mediante revision bibliografiaatjlizando distintas comunidades
microbianas y colonias aisladas obtenidas a paetirefluente de una EDAR, y en caso de
encontrar alguna que degrade, disefiar un expenuere permita evaluar qué condiciones
pueden ser mas eficaces en la degradacion de t#ttaas lineas de investigacion aplicadas.

Esto puede desglosarse en cuatro objetivos pasciale
Objetivo 1 - Revision bibliogréafica y seleccién de dos PPGRaresantes para el estudio
de su biodegradacion, en funcién de su consumaeobracion en efluentes de las plantas

depuradoras, degradabilidad y toxicidad.

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

como unica fuente de energia y carbono.

Objetivo 3 - Disefio de experimentos que permita optimizar etgso de eliminacion de

los farmacos.

Objetivo 4 - Seguimiento de diversos parametros duranteaglego de degradacion de

los contaminantes y su analisis estadistico.
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3. METODOLOGIA

3. 1 Descripcion del trabajo

En el desarrollo de mi Proyecto Fin de Carrer&llacabo las siguientes labores:

Desde Agosto a Noviembre del 2009 realicé una ladayuecopilacion, lectura y analisis
de bibliografia relacionada con los PPCPs y swebiediacion, con el objetivo de conocer las
recientes investigaciones en este campo, y selercios medicamentos idoneos para el
desarrollo del proyecto, teniendo en cuenta suertdracion en efluentes de las plantas, su
toxicidad, su biodegradabilidad en los estudiosegdizados, y su consumo.

De Noviembre de 2009 a Febrero de 2010 realicéxperanentacién necesaria para
encontrar los consorcios microbianos y coloniata@d#s presentes en aguas de una planta
depuradora con capacidad degradadora de PPCPstiAdeaestos experimentos se obtuvo
un consorcio (kEEs) y una colonia aislada (g que parecia presentar buenos resultados de
degradacion ante los farmacos escogidos (CarbamazgmiNaproxeno). Posteriormente, se
realizd un experimento con el consorcio selecciormmmprobando la capacidad degradadota
a través de técnicas microbioldgicas, moleculamrgsimicas.

Durante Febrero y Marzo de 2010 lei bibliografiarecanélisis de datos estadisticos, y
sobre disefios factoriales fraccionales de expetwmserasi como sobre la utilizacion del
programa Statistica 7.0 para estos propdésitos.fiBis@a nueva tanda de experimentos que,
con el menor numero de combinaciones, permitigratirela experimentacion, optimizandola
y obteniendo la maxima informacion para la degreta@ptima de los PPCPs escogidos.

En Abril y Mayo se llevo a cabo este experimentogwonal. Los factores que se eligieron
fueron los farmacos (naproxens. carbamazepina), el tipo de microorganismo (comsorc
E,Es vs.una colonia aislada;€aun sin identificar), la concentracién de indc{#e + 20 -16
cel mt, 20 + 4 -16 cel miY), la concentracion del farmaco, tomando comottalalmaxima
que se solubiliza en agua y siendo la baja 10 vees®r (62,5 mgly 6,25 mg T para el
naproxeno, 12,5 mg'ly 1,25 mg T para la carbamazepina), y la adicién de una fudate
carbono labil como la glucosa (49

Los parametros que se analizaron fueron, la deshgigama, la toxicidad, el recuento de
bacterias a través del niumero mas probable, laupcash de C@ durante la degradacion del
farmaco y el porcentaje de eliminacion de los fawsa Ademés se realizaron técnicas

moleculares para la identificacibn de los microaigaos tanto cultivables como no

-10 -



Degradacion de naproxeno y carbamazepina por tr&atos microbiologicos.

cultivables mediante la técnica del DGGE. Se aadliz estadisticamente los resultados

durante el mes de Junio.

3.2 Seleccion de los PPCPs

Tras la revision bibliografica se seleccionaron tsnacos para la realizacién de este
estudio, el naproxeno y la carbamazepina. Losrigaue se tuvieron en cuenta fueron, la
concentracion en efluentes de plantas depuradespscialmente en Espafia, el consumo, la
capacidad de degradacion del compuesto, la toxiciplee estos productos generan en las
aguas y por ultimo, el nimero de estudios realigaldolos compuestos hasta la fecha.

Estos dos farmacos estan presentes tanto en divafisentes y efluentes de Espafia en
concentraciones relevantes. (Carballa et al., 2B08ter et al., 2008; Gomez et al., 2007).
Ambos farmacos tienen un consumo elevado, hastargadas de carbamazepina, y 42,6
toneladas de naproxeno en el afio 2003 sélo en &¢Qaiiballa M et al., 2008). La estructura

molecular de los farmacos seleccionados parawdiespuede verse en la Tabla 1.

Tablal - Estructura molecular de los PPCPs estudiadtzp{ado de Quintana et al., 2005)

Compuesto Peso moleculég/mol) Estructura molecular
. I
Carbamazepina (C) 236, 27 W e
CII*_'ANH

Naproxeno (N) 130,078 /@j’ "COOH
HCO™ NN

El naproxeno (Acido (S)-6-metoxi-metil-2-naftalenacético), es un acido arilpropaimi
que pertenece a la clase de medicamentos llamatioglamatorios no esteroideos (AINE)
de uso general, empleado en el tratamiento delr dalave a moderado, la fiebre, la
inflamacion y en el tratamiento de la artritis asyereumatoide. Debido a su alta utilizacion
como medicamento sin receta, se ha detectado es agperficiales, subterraneas, e incluso
en agua potable (Benotti et al., 2009; Zhao et8@l09a,b). Su degradacion ha sido estudiada

pero principalmente centrada en tratamientos figidommicos como el cloro libre, la

-11 -
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ozonizacion, la fototransformacion y®/UV, que para el naproxeno ha conseguido grandes
porcentajes de eliminacion (Boyd et al., 2005; &tk et al., 2007; Pereira et al., 2007;
Poyatos et al., 2009). Sin embargo, una caragterisbmun de estos procesos parece ser su
incapacidad para conseguir una completa eliminaco@mvirtiendose algunas veces en
productos intermedios mas toxicos que los origg@kadori et al., 2005).

Aunque los estudios detallados sobre la biodegradadel naproxeno son escasos
(Onesios et al., 2009), los porcentajes de elinnimaencontrados son muy variables, desde
casi la total eliminacién (Bendez et al., 2005; ndieet al., 2005), hasta niveles medios
(Carballa et al., 2007a; Rodriguez et al., 200%ada et al., 2006) incluso la no eliminacién
(Boyd et al., 2005). También se ha observado queade lodos activados como indculo en
condiciones aerodbicas biodegradada el naproxenetatndlicamente en EDARs (Quintana et
al., 2005) aunque esta biodegradacion puede saftiaciones estacionales (Matamoros et al.,
2008).

La carbamazepina (5H-dibenz[b,flazepino-5-carboxaies un farmaco antiepiléptico,
utilizado en el trastorno bipolar, espasmos infesitialteraciones afectivas o de la conducta y
esclerosis multiple. En ocasiones también se atpara tratar la esquizofrenia y la neuralgia
del trigémino y glosofaringéa. Este farmaco parsee de los mas resistentes a la
biodegradacion, y segun la revisibn de Onesios Igbovadores (2009) no se encuentra
ningun porcentaje de eliminacién en plantas a gsmala superior al 40 %. Los porcentajes
de eliminacion oscilan entre el 0 y el 40% (Bentdale 2006; Bernhard et al., 2006; Clara et
al., 2005b, Ternes et al., 2007) y siempre han sifleriores a los encontrados para el
naproxeno. Incluso, se ha propuesto utilizar laaaazepina como marcador molecular de la
contaminacion por aguas residuales en rios, agudsreaneas y zonas costeras, por su alta

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

Hasta el momento, se han identificado algunascespe&omo degradadores de estos
PPCPS. Rodarte-Morales et al., 2010 encontré cigeedies cepas dBjerkandera sp. y
Phanerochaete chrysosporiuimeron capaces de degradar la carbamazepina gpebxeno
completamente. Marco-Urrea et al., 2010 identittchongoTratametes versicolocomo
capaz de degradar naproxeno en presencia de glaoosaorcentajes del 95% en medio
liguido y Rodriguez-Rodriguez et al., 2010 idenéifque esta misma especie también capaz
de degradar naproxeno y carbamazepina en presgagjgucosa con porcentajes del 50%
para ambos en lodos activados. El hongo de laiespanninghamellase encontro capaz de

degradar el naproxeno en su totalidad (Zhong et28l03). Para la carbamazepina, se

-12 -



Degradacion de naproxeno y carbamazepina por tr&atos microbiologicos.

identific6 el hongosAspergillus Nigery la bacteria Rhodococcus Rhodochrocomo
degradadoras, pero sélo alcanzaron porcentajes 88% (Hervé et al., 2010)

3.3 Medios de cultivo, reactivos y disolventes

Las muestras de agua fueron recogidas de la estdeipuradora de aguas residuales
urbanas de Arroyo de la Vega, con una capacidatiofeD00 equivalentes — habitante. El
principal suministro es el agua residual de ladgmtnes de Alcobendas y San Sebastian de
los Reyes. Esta planta vierte agua del tratamisatoindario al Arroyo de la Vega y tiene
ademas un tratamiento terciario para depurar agsia e calidad necesaria para su uso como

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

Tabla 2 — Experimentos con consorcios microbianos. Aguall egua de recogida en el cauce
del rio al nivel de la planta. Agua2 es el agua salida del tratamiento secundario agua queestevi

directamente al rio). Agua3 es el agua a la saladaratamiento terciario (agua que se utiliza para

riego).
Lugar de recogida Naproxeno Carbamazepina Mezcla
Agua 1 Cauce del rio El E4 E7
Agua 2 Salida del tratamiento 2° E2 E5 ES8
Agua 3 Salida del tratamiento 3° E3 E6 E9

Estas muestras de agua fueron conservadas bajmera&ion. Los farmacos
seleccionados para el estudio, carbamazepina (@jproxeno (N.), fueron suministrados por
Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). Se diluyeronagua destilada, controlando para ello
el pH de la disolucién, hasta las siguientes comaeiones: carb: 12,5 mg t napr: 62,5 mg
IY. El medio de cultivo BHB (Caldo Bushenll Hass) fireparado en el laboratorio sin afiadir
la fuente de nitratos hasta después del proceaatdelavado, ya que se observo que la fuente
de nitratos podia sufrir modificaciones en el psocde esterilizacion. EI medio LB (Luria
Burni) y la glucosa, se adquirieron de Panreaca@ana, Espafia). La composicion de dichos

medios de cultivo puede consultarse en la Tabla3.
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Tabla 3 — Composicion del medio de cultivo BHB y LB, amivas pH 7,0 £0,2

Compuesto  Concentracion (g/l) Compuesto Concentracion (g/l).
(BHB) (BHB) (LB) (LB)
MgSO4 0,2 Peptona de caseina 10
CaCl2 0,02 Extracto de levadura 5
KoHPO, 0,281 Sodio cloruro 10
KH.PO, 0,281

FexSQy)s 0,195
NH;NO; 0,02

La glucosa, suministrada por Panreac, se utilizéomcentraciones de 4g/L. La estructura
molecular de los PPCPs de este estudio tiene &idek con los PAHs por lo que se utilizo el
surfactante  Tween 80 (§H3;Ss(OCH,CH,),0OH) suministrado por Panreac a una
concentracion de 1% (v/v) de la concentracién raiceritica (0,012 mM, 25 °C), para
permitir una mayor solubilidad de los PPCPs enake facuosa y la formacion de micelas
(Bautista et al., 2009). El disolvente acetonitsilel acido clorhidrico empleados como fase
movil en el analisis cromatografico fueron sumiaidd por Scharlau Chemie (Barcelona,
Espafna). El tampdn PBS (Phosphte Buffered Saline)suministrado por Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Todas las disoluciones spgmaron con agua desionizada de calidad
Mili-Q. Con el fin de esterilizar todos los mediamluciones y material utilizado, se les
sometié a un proceso de autoclavado a 121°C y aatmasfera de presion durante 20

minutos. Todos los reactivos utilizados tienen pungza analitica.

-14 -



Degradacion de naproxeno y carbamazepina por tr&atos microbiologicos.

3.4 Disefio experimental

3.4.1 Obtencidén y seleccion del consorcisEE y la colonia G-

« De cada muestra de agua (Tabla 2) se inocularateBngeyers, con 1 ml de agua
cada uno y 49 ml de medio mineral BHB, Tween 8®jly como uUnica fuente de carbono, 1
ml de carbamazepina (0,25 mgconcentracién final.) o de naproxeno (1,25 mg |
concentracion final), o de la mezcla de ambos RPDP cada muestra de agua se sembro
100ul en placas petri con LB agar + glucosa ynsaharon durante 48 horas a 25 °C y en
oscuridad. De cada placa se aislaron un minimoa®dhias por muestra de agua. Cada una
de estas colonias se resembraron bajo las misnmzbcmmes anteriormente mencionadas
para obtener biomasa. Esta biomasa de cada um@a delbnias se inoculé en un erlenmeyer
con 49 ml de medio mineral BHB, 1% de Tween 80 § fibde carbamazepina (0,125 riig |
concentracion final.) y 500 pl de naproxeno (0,625I* concentracion final.).

Se estudio la evolucion de las densidades Optieas total de 27 erlenmeyer (colonias
aisladas y muestras de agua) a lo largo de 12 Séasefrescaron sélo los erlenmeyer en los
gue se observo incrementos de las densidades $ipHeaa el refresco se afiadio 1 ml de
indculo del experimento anterior, biomasa de lamial correspondiente crecida en placa petri
para aumentar la biomasa del in6culo, 49 ml de onedineral BHB con Tween 80, 500 pL
de carbamazepina (0,125 mt) iy 500 pL de naproxeno (0,625 m.|Durante 19 dias se
hizo un seguimiento de la densidad éptica en cadala los erlenmeyer.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en uwadagi orbital (NewBrunswich
Scientific, New Jersey USA) a 200 rpm y 25°C eruddad para evitar la posible influencia
de la luz en la estabilidad de los farmacos. Lawndad microbiana y la colonia que mejores
resultados mostraron fueron la colonia 177 @ el consorcio EEs obtenidos ambos del agua

residual de las salida de la planta depuradoraralyA de la Vega (Agua 2).
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3.4.2 Experimentos con el consorciok.

» Se estudié la actividad degradadora del consorglity Bnte la carbamazepina y el
naproxeno por separado, y en presencia o auseaghicosa (Tabla 4). Se afiadié 1 ml del
consorcio en 49 ml de BHB con 1% de Tween 80, lehfatmaco correspondiente (0,25 mg
It de C., 1,25 mgide N.), y una concentracién de 4g/L de glucosagerelts tratamientos
que la lleven. De cada uno de los tratamientogal&zaron tres réplicas y se incubaron en un
agitador orbital a 200rpm, en oscuridad a 25°Crdar&6 dias. Se tomaron muestras diarias
en las que se midio la densidad Optica (curva deiroiento) mediante espectrofotometria, y
la concentracion de PPCPs mediante cromatograjiadéd de alta resolucion (HPLC).
Ademas, los dias 1 y 16 se tomaron muestras par&ébsis de la toxicidad (Microtox) y para

biodiversidad bacteriana a través de DGGE (ver maatemétodos).

Tabla 4. —Actividad degradadora del consoréigEs

Glucosa Carbamazepina Naproxeno
CG+ + + -
NG+ + - +
CG- - + -
NG- - - +

3.4.3 Experimento ortogonal consorcioEs y colonia G-

Finalmente, se plante6 un disefio factorial de éxygrtos que permitiera, en un nimero
razonable de experimentos, repetir la experimeaiiamdn el consorcioJEs, y la colonia G,

y ver la influencia del mayor numero de variabdee afecten a la biodegradacion de los
farmacos.

Los factores se eligieron en funcion de las commhes publicadas en la revision de
articulos sobre biodegradacién de PPCPs de Ongsiotaboradores., 2009, en la que se
planteaba que las diferencias entre los disefiosriexgntales de cada estudio eran las
causante de las grandes variaciones entre los niajeg de eliminacion de cada PPCP.
Encontraron diferencias en cuanto a si el PPCRstaeusando como Unica fuente de energia
y carbono para los microorganismos, aunque se aiffaaduente de carbono labil en bajas

concentraciones (donde los PPCPs podrian actuay fimmte de carbono principal), o bien
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si se afade el PPCP en concentraciones traza §y @taentraciones de otra fuente de

carbono (donde permite observarse como el microsge usa estos PPCPs a través de
cometabolismo. Ternes y Joss., 2006). Onesiosaboohdores encontraron ademas que la
fuente y concentracion de microorganismos, tampigde afectar a la eficiencia del proceso.
Se incluy6 la concentracién de microorganismos (Clsl)concentracion de cada farmaco

(CF) y la presencia de glucosa (G.) como factosgiemas de la carbamazepina (C.), el
naproxeno (N.), y el tipo de microorganismo utitiag TM).

Si los experimentos pueden asumir razonablement lguinformacion sobre las
interacciones entre variables de tercer orden grsages no son importantes, puede usarse un
tipo de disefio factorial ortogonal que incluye sdioa fraccion del disefio completo
(Montgomery, 1991). Este disefio es ampliamentézadidb en estudios de bioremediacion
(Chen Y. et al, 2009, Chena J. et al, 2008., Mohaeal., 2010) y permite estudiar la
influencia de los efectos principales, y la intef@n entre ellos deseada. Se consideré
suficiente establecer dos niveles para cada faggie disefio suele estar representado en la
forma 2P, donde k es el nimero de factores, Y & la fraccion del factorial completo de
2%, Siempre que se realice fraccionamiento de dis@Rase producira confusion entre efectos
(Montgomery, 1991).

Segun el grado de confusion que se obtiene, exrsi@rs tipos de resoluciones para estos
experimentos fraccionales. Se estudié qué tipo edieiation permitia que el namero de
experimentos fuese aceptable sin perder demasioianacion y se eligio una Resolucion
Tipo IV, con la que es posible estimar todos lfestes principales, sin confundirlos con
ningun otro factor o combinacion. Considerando dEspbles las interacciones de tercer
orden, sélo se confundiran las interacciones derggorden entre si. La descripcion técnica
de cémo son construidos los disefios fraccionafé® puede encontrarse en Montgomery
(1991), Jiju (1993), Deming y Morgan (1993). El grama utilizado como ayuda en la
generacion del disefio experimental y para el piostandlisis estadistico fue Statistica 7.0.
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Tabla 5. —Matriz disefio 6 factores fraccionadp concentraciones para el disefio factorial

fraccionadoResolucion IV

C N ™ G CM=C:-N-TM CF =C:N-G
Cddigo  Carbamazepina Naproxeno Tipo Glucosa C_:oncentrapmn Concentracion
(mg ). (mg )  Microorganismo  (g/L)  MICroorganismos ¢4 maco
(-10°)(cel/ml)

1 NO NO E2E5 - 70 £ 20

2 NO NO ExEs 4 70 + 20 -

3 0,625 3,25 ExEs - 70 £ 20 BAJA

4 6,25 31,25 EoEs 4 70 + 20 ALTA

5 12,5 NO EEs - 20+ 4 ALTA

6 1,25 NO EzEs 4 20+ 4 BAJA

7 NO 62,5 C.Es - 20+ 4 ALTA

8 NO 6,25 E.Es 4 20+ 4 BAJA

9 NO NO Ci7 - 20+4

10 NO NO Ci7 4 20+4 -

11 0,625 3,25 Ci7 - 20+4 BAJA
12 6,25 31,25 Ci7 4 20+4 ALTA
13 12,5 NO Ci7 - 70 £20 ALTA
14 1,25 NO Ci7 4 70 + 20 BAJA
15 NO 62,5 Ciz - 70 £ 20 ALTA
16 NO 6,25 Gr 4 70 + 20 BAJA

» Se estudio la actividad degradadora del consorsitg ¥la G7 ante la carbamazepina, el
naproxeno, Yy la mezcla de ambos farmacos, en mrieserausencia de glucosa como fuente
de carbono, y con dos posibles concentracionda&ragecos y de indculo. Se realizaron dos
réplicas de cada uno de los 16 tratamientos y sempmo base 75 ml de BHB con 1% de
Tween 80. Las caracteristicas de cada tratamientauestran en la Tabla 5. Se realizaron
ademas dos controles abidticos con dos réplicasgiccosa (75 ml de BHB, C. 6,25 mg I-1,
N 31,25 mg I-1, 4g |-1 glucosa) y sin ella (75delBHB, C. 6,25 mg?, N. 31,25 mg1).

Se tomaron muestras diarias de diferentes parasnbtoldégicos que se detallan en el
siguiente apartado (Crecimiento poblacion bactariaespiracion, incremento celular NMP,

concentracion de PPCPs, toxicidad, y biodiversluaderiana).
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3.5 Material y métodos

3.5.1 Estima del crecimiento de la poblacion baizea.

La curva de crecimiento bacteriano de cada cukoestudio a través de la densidad
Optica a 600 nm. mediante espectrofotometria (BpietiGenesysTM). Para ello, se tomaron
alicuotas de 1ml cada dos dias de cada uno derdtsmientos. Estas muestras se
centrifugaban durante 1 minuto a 13000 rpm y 2#iinando de esta forma el material
celular. El sobrenadante obtenido se utilizaba cbfanco y se corregia el valor estimado a
partir de una alicuota del mismo volumen sin curgar. A partir de la curva de crecimiento
se calculd la tasa intrinseca de crecimiento (pjccta pendiente de la fase exponencial.

La concentracion de bacterias totales heterotrifasestimada utilizando la técnica del
namero mas probable (NMP) mediante las placas deotitulacion (96 pocillos). Para ello,
se tomaron alicuotas (100 pl) al inicio y final deperimento de cada uno de los tratamientos
y se prepararon 8 diluciones seriadas 1:10 condaniiBS. Cada columna de 8 pocillos
representa las réplicas de cada dilucion y caddlgpoontiene 180 pl de LB glucosa + 20 pl
de la dilucidn correspondiente. Los pocillos sedmn como positivos cuando se produjo un
cambio en la turbidez debido al aumento de la bsamade los productos procedentes del
metabolismo microbiano. Para realizar los calcubssadisticos se utilizé el programa
informatico descrito por Klee, 1993. A partir deoggatos se calculo el incremenie la

poblacion durante el tiempo de incubacion.

3.5.2 Analisis de Toxicidad.

La evolucion de la toxicidad de las muestras, dreslpo que durd cada experimento, se
estimdé mediante el test MicrotoxTM desarrollado pdicrobics Corporation 1992. Este
ensayo se basa en la disminucién de la luz emititala bacteria marina bioluminiscente
Vibrio fisherial exponerla a un medio toxico.

Un “screening” de las muestras, permitio obtener estimacion rapida de la toxicidad de
las mismas, determinada por el % de inhibiciénedébrio fisheri Siguiendo el protocolo, el
liofilizado comercial deVibrio fisherise hidratd con NaCl al 2% de concentracién y sé dej
atemperar a 15°C durante 30 minutos en un peBerofza). Cada muestra a analizar fue
salada con 100l de NaCl (al 2%) e incubada con 1@0de laV. fischeri.Se prepararon tres
blancos (200ul de NaCl al 2%) y tres controles (100 de NaCl al 2% y 10Qu de V.
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fischeri), asumiendo que las muestras control, que comtié. fischeripresentan el 0% de
inhibicién, mientras que los blancos, Unicamenta B@Cl (2%) presentan del 100% de
inhibicion (no emision de luminiscencia). Pasaddsriinutos se midio la emision de luz de
las muestras en un lumindmetro (MGM Ins. Model @ptop I®) obteniendo como

resultados los porcentajes de toxicidad de cadatnaue

3.5.3 Andlisis de la concentracion de PPCPs duenetl proceso de
biodegradacion.

El andlisis de la evolucién de las concentracialesarbamazepina y naproxeno, durante
el proceso de degradacion se analizé mediantectaceé HPLC en fase reversa con un
detector UV-visible (Varian Star Liquid) midiendd280 nm. Este equipo consta de una fase
estacionaria formada por una columna C18 (Luna(@)L&on un tamafio de particula 7.5 cm
x 4.6 mm; 3m. Phenomenex, Torrance, CA, USA).

Se utilizaron dos métodos de diferente duracién, pera el naproxeno (30 min) y otro
para la carbamazepina (15 min), ya que el naproxene un tiempo de retencion de 21,1
min y la carbamazepina de 6.9 min. La fase méwldaman para ambos meétodos, y estaba
formada por una mezcla de 35% de acetonitrilo: 68eéagua acida (disolucién de HCI,
pH4.0). Estas proporciones no varian con el tiegnffase mavil circula con un caudal de
0,5 ml/min.

Se realizdé un patrén externo para cada farmacbgecgréenido en cada muestra de PPCP
se calcul6 integrando el area de cada pico y reptésdolo en la curva de calibrado frente a
la concentracion. El porcentaje de eliminacion rigbroxeno y carbamazepina se estimé al
final de la incubacion.

Se midieron blancos abiéticos para las mismas cdramones en el tiempo inicial como
en el final de cada experimento para comprobarrguee produce degradacion debido a
factores no biologicos y las concentraciones de filgnacos no cambiaron en ausencia de

microorganismaos.
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3.5.4 Estimacion del Cgproducido en la degradacion de los PPCPs

Con el fin de determinar el grado de mineralizach@asta CQ@ de los compuestos
organicos empleados como fuente carbono (oxidacompleta a Cg se hizo un
seguimiento del C®liberado por los microorganismos. Los ensayodes@aron a cabo en
matraces erlenmeyer de 100 ml cerrados hermétidancen tapones de silicona. Este tapén
contiene dos orificios conectados a dos tubos ldm®mrsa, uno de ellos para la toma de las
muestras y otro de ellos que conecta con un viaet¢elleo herméticamente cerrado y con
10 ml de una disolucién 0,2 N de NaOH. Con unaopkizidad de 2 dias se cambiaba el vial
de centelleo con la disolucién de NaOH. A cada dedos viales con el CCatrapado en la
disolucidon basica se le afiaden 10 ml de B4QJ1 N) para que los carbonatos que se
producen precipiten en forma de carbonatos de .b&€aealizé una valoracién acido-base
con una disolucion de HCL 0,1 M para determinadsa que no habia sido neutralizada con
el fin de, por diferencia, calculal CQ, desprendido. EI mismo proceso se realiz6 con

controles abi6ticos con glucosa, y sin ella.

3.5.5 Andlisis estadisticos.

Los experimentos con el consorcigeE se analizaron a través del analisis de la varianza
(ANOVA,; Statistica 7.0), para dos factores indepentks (tipo de PPCP y presencia de
glucosa). La homogeneidad de las varianzas sémwand través del test de Chochrman. Para
discriminar la magnitud de las diferencias entagatnientos después del test de significacion
de la F (significativo p<0,05), se utilizo el tesposteriori Student Newman Keuls (SNK; p<
0).

El experimento factorial fraccionado, es un disefom 6 factores, o que permite
interpretar el efecto de los factores principaje,0 sus interacciones de segundo nivel se
veran confundidas entre si, siendo los alias pladisefio, 1) C:-N = TM:CM = G-:CF 2)
C-TM=N-CM3)C-G=N-CF 4)C.CM=N-TM5) C-EN-G 6) TM-G = CM-CF 7) TM-
CF = G-CM. Para evitar interpretaciones erroneasnyo el nimero de factores es elevado, se

tomd como significativo p<0,01).
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3.5.6. Caracterizacion molecular de los microorgamios y andlisis DGGE.

A aparte de la biodiversidad bacteriana, durandeplaebas de estima de la poblacion
bacteriana (NMP), realizadas para el experimerttfil, se observé que la turbidez en los
pocillos venia dada en algunos tratamientos pohamgo (H), que crecia desde la parte
inferior. Esto ocurria en la mayoria de los tiemfinales para el consorcio, por lo que se
descarté que fuera una contaminacion.

Se realiz6 la extraccién de ADN para la coloniay®l hongo H, de cara a su posterior
identificacién, y se valoré la biodiversidad ercehsorcio BEEs mediante DGGE.

1.- Extraccion, amplificacion por PCR e identificamn de la cepa bacteriana

La extraccion de ADN de bacterias se realizd atilgdo el “Kit UltraClean Microbial
ADN Isolation” (MoBio Labaroratories, Inc., SolaBgach, CA), siguiendo las instrucciones
del fabricante.

La amplificacion de la secuencia de ADN que dodifa region 16 rARN de la colonia
C,7 fue realizada segun lo descrito por Vifias e2@05. Los primers usados fueron el 16F27
(5'- AGA GTT TGA TCT GGC TCA G-3") y el 16R14885(— CGG TTA CCT TGT TAC
GAC TTC AGG- 3’) descritos por Lane, 1991. Las maes de amplificacion se llevaron a
cabo segun el protocolo ExTaq polimerasa (Promdgdison, Wis).

La mezcla de reaccidén contenia 0,625 unidades d€&afxHs polimerasa (Takara Bio
Inc, Japon), 2L de tampon (20 mM, Takara Bio Inc, Japon), &,5de tdNTP, (2,5 mM, pH
7-9, Takara Bio Inc, Japdn), 1,45 de cada cebador (16F27 y 16R1488, 10 mM) (Metgbi
Alemania), 2uL de ADN molde y agua calidad miliQ hasta compl@&auL de volumen.

Dicha reaccion se llevo a cabo en un termocicladoBiorad para las reacciones de PCR
desarrollando el siguiente programas: desnatucabizanicial a 94°C durante 9 minutos y 30
ciclos de: 94°C durante un minuto (desnaturalizg¢io5°C durante un minuto (anillamiento)
y 72°C durante 1,5 minutos (extension). Despuéa°@ durante 1,5 minutos seguidos de 10
minutos finales a 72°C y el mantenimiento finalademuestras a 4°C.

Los productos de PCR se visualizaron en un gelgdeoaa al 1%, cargando en cada
pocillo 3 uL de ADN y 3ul de Syber-Green en tampon TAE (1X). La electreds se hizo
en cubetas horizontales (Ecogen) utilizando unatéude alimentacion Apelex ps503, ps304.
El tamafio molecular y la concentracion se estinlizando el marcador de peso molecular
(100 bp ADN Ladder, BioRon Internacional, 100-180Cn incrementos de 100pb). La
migracion del ADN se realizé a 90-120 V en tamp@&ETLX. Los fragmentos de ADN se
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observaron mediante la iluminacién de los gelas wo transiluminador de luz ultravioleta
(ImageMaster® TFX 20.M).

El producto de PCR fue entonces purificado utildmluL de EXOsap por cadaib de
muestra y el siguiente programa del termocicladesnaturalizar durante 15 minutos a 37°C,
seguido de 80°C durante 15 minutos y el mantenimidinal de las muestras a 4°C.

La secuencia de nucledtidos se obtuvo con la ccdalim del servicio de secuenciacion
de la Universidad Rey Juan Carlos (Unidad GenomiPara la edicion y alineamiento de las
secuencias se uso la version del software 4.80Edsi (Hall 1999) comprobando los errores
de lectura y en los casos en los que fue posibles®vieron ambigliedades de tal manera
gue no fue necesario excluir ninguna posicion deditos de la matriz. La identificacion de
la cepa se llevo a cabo comparando la secuenciaquellas publicadas en la base de datos
GenBank (http://0-www.ncbi.nlm.nih. gov.library.edu.au/BLAST/) haciendo uso de la
opcion BLAST. El programa ofrece una lista indicared tanto por ciento de similitud entre
la secuencia problema y las mas préximas genétitame

2.- Extraccion, amplificacion por PCR y analisisléigenético del hongo.

El protocolo de extraccion de ADN es diferente seglltipo de microorganismo. Para la
extraccion de ADN del hongo se utilizé el “Kit DigAsy Plan Mini QIAGEN” (MoBio
Labaroratories, Inc., Solano Beach, CA).

El marcador molecular que se seleccioné para fiteantiy estudiar filogenéticamente el
hongo fue la region ITS nurDNA (Internal Tranbed Spacer), utilizando los primers
ITS1F (3 — CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTAADS5)yIT8 (5 —TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC -3’), segun lo descrito por Gardes ket @995); White et al., (1990). Las
reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo rsegil protocolo ExTag polimerasa
(Promega, Madison, Wis) en un volumen final de 25uk contenia 1 unidad de Ex Taq Hs
polimerasa (Takara Bio Inc, Japdn), gl5de tampodn (20 mM, Takara Bio Inc, Japonpl2
de tdNTP, (2,5 mM, pH 7-9, Takara Bio Inc, Japdn2quL de cada cebador (ITS1y ITS4,
10 mM) (Eurofins MWG Operon), GL de ADN molde y la cantidad adecuada de agua
calidad miliQ.

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en faguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 9 minytd30 ciclos de: 94°C (desnaturalizacion)
durante un minuto y 54°C (anillamiento) durantemimuto y 72°C durante 1,5 minutos
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(extension). La extensién final se completé a a&C72urante 10 minutos, manteniendo la
muestra finalmente a 4°C.

La estimacion de la concentracion de ADN en eldpcto de reaccion y el tamafio
molecular del fragmento, se realiz0 de manera gaa® lo indicado para la colonia
microbiana. @;. Las secuencias de nucleétidos se obtuvieron aoocolaboracion de la
empresa Macrogen Inc. (Seoul, Republic of Korea).

La edicion, alineamiento de las secuencias, difd@cion de los organismos se llevo a
cabo usando los mismos programas que para la cepRata el andlisis filogenético de la
secuencia de datos se realizd un andlisis de Rarsimtilizando el programa PAUP 4.0b10
(Swofford 2003). Se realiz6 una busqueda heurigéch00 repeticiones con adicion aleatoria
de taxones, RAS (randones-additives-sequences)irdencambio de rama TBR (tree-
bisection-reconection) y manteniendo la opcién ‘titrekes”, la cual guarda todos los arboles
generados en el analisis. El analisis también efeténdice de confianza (Cl) y de retencién
(RI). La medida de confianza o fiabilidad de losdds obtenidos, han sido estimadas
mediante el anadlisis no paramétrico de “bootstraggiriendo 1000 pseudoréplicas
(Felsenstein 1985) en las mismas condiciones dbsiangue la busqueda heuristida.
fungicolafue utilizado como “out-group” de acuerdo conilagenia presentada por Kouvelis
et al., 2008. Los arboles filogenéticos se dibujarilizando el programa TREEVIEW (Page
1996).

3.-Analisis DGGE del consorcio {E5

Con objeto de comparar la dinamica de las poblasionicrobianas entre tratamientos en
el consorcio EE;, se llevo a cabo la técnica molecular independiete cultivo DGGE
(electroforesis en gel de gradiente de desnatacifin quimico)

Tras la extraccion del ADN total de cada tratantese realizé la amplificacion de las
regiones V3 a V5 del gen 16S rARN utilizando losners 518F (5'-CCA GCAGCC GCG
GTA AT-3") (Muyzer et al. 1993) y el 338R-GC (5'AQC CCG CCGCGC CCC GCG CccCC
GTC CCG CCG CCC CCG CCC G -3') (Amman et al. 1990).

A la mezcla de reaccion se afiadié 1 unidad de ExHs polimerasa (Takara Bio Inc,
Japon), 2,5l de tampdn (20 mM, Takara Bio Inc, Japonpl2de tdNTP, (2,5 mM, pH 7-9,
Takara Bio Inc, Japdn), 1,26 de cada cebador (518F y 338R, 10 mM) (Metabion,
Alemania), 6uL de ADN molde y agua calidad miliQ hasta compl@&auL de volumen.
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El programa de la reaccion de amplificacion séca@ continuacion: desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 9 minutos y 30 ciclos dee®{desnaturalizacion) durante un minuto y
55°C (anillamiento) durante un minuto y72°C (exi@msdurante 1,5 minutos seguidos de 10
minutos finales a 72°C y el mantenimiento de lagstras a 4°C. Los productos de PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 1%, con ursittaninador de luz ultravioleta, en las
mismas condiciones descritas anteriormente.

La electroforesis en geles desnaturalizados dezdeen el sistema DGGE-2401 (CBS
Scietific Company, Del Mar, CA). Los productos &R (20 ul) fueron cargados
directamente en un gel de poliacrilamida al 10%)(pde 0.75 mm de grosor y con un
gradiente lineal de desnaturalizacion 35-65% (Mwolet al., 2009). ElI 100% de formamida-
urea esta definido en una concentracion de urekdJ-de 7M y una de formamida (Fluka)
desionizada del 40% (p/v). Detalles de las solesastock de acrilamida y preparacion del
gen pueden consultarse en Vifas, 2005. El gradentealizé en tampdén TAE 1X (2.0 M
Tris acetato, 100 mM Na2EDTA; pH 7.4) a 80V dueabbh a una temperatura constante de
60°C. Posteriormente, los geles se tifleron duréhtein en buffer 1X TAE conteniendo
Syber Gold y se visualizaron con luz UV en un tilansnador Alpha Innotech Multiimage.
Para estimar la concentracion (ug/ul) y el tamasty) el ADN se hizo una comparacion
visual con un marcador de peso molecular (100 b Dadder, BioRon Internacional, 100-
1000bp en incrementos de 100pb).

Para la comparacion y cuantificacion de la inteawbide las bandas obtenidas mediante
DGGE se emple6 el software de tratamiento de imai&sSCAN IT gel 6.1 (SilkScientific
Inc. EE.UU.), aplicandolo sobre la imagen digitatla del gel obtenido.

El dendrograma se construy6 a partir de la magiprésencia/ausencia de bandas, con la que
se realizd un analisis UPGMAurfweighted pair group method with arithmetic mean
utilizando el programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2003).
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion y seleccion del consorcio E:Es y la colonia Ciy.

Las curvas de crecimiento microbiolégico para lasa@amientos con los consorcios de
las muestras de aguas 1, 2 y 3, en presencia dexeap, carbamazepina o mezcla se
muestran en la Figura 1A. Se seleccionaron loarrn&ntos en los que se observé incremento
de las densidades opticas (E1, E2, E4, E5) y searepn ellos la experimentacion (Figura
1B).

Densidad 6ptica 600nm (A.U)
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Figura 1.- Curvas de crecimiento microbiolégico para cadadméas aguas con cada uno de los
tratamientos con consorcio E1-E9 con concentrad@iméculo baja (A) y curvas de crecimiento para
los tratamientos que alcanzaron mayores densidadess2, E4 y E5) con concentracion de indculo
alta (B).

Los tratamientos que mayor crecimiento tuvierorrdoeel E2 y E5, provenientes del
Agua 2, agua que ha sido sometida a tratamientmdado y se descarga directamente al rio.
A partir de estos resultados se preparé el cors@&éis que es fruto de la mezcla de indculo
del tratamiento E2 y E5.

Las curvas de crecimiento microbiolégico para lalermias aisladas del Agua 1 (Figura
2A), del Agua 2 (figura 2B) y del Agua 3 (Figura)2@ostraron incrementos significativos
de las densidades Opticas para las colonias CRgiel 1, C8 del Agua 3,y C11, C13,Cl5y

C17 del Agua 2. Se repitieron los experimentos esias colonias para confirmar dichos
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incrementos (Figura 2D). En este dltimo experimdat&€17 del Agua 2 fue la que mejor

crecid con naproxeno y carbamazepina como Unieagda de carbono y energia.
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Figura 2.- Curvas de crecimiento de las colonias aisladasgieh 1 (2A), del Agua 2 (2B), y del

Agua 3 (2C). Curvas de crecimiento con las co®nize presentaron mejores resultados (2D).
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4. 2 Experimentos con el consorcio microbiano E:Es.

La evolucion de la densidad Optica durante el moae biodegradacion del consorcio
microbiano EEs fue estudiada tanto para el naproxeno (Figura 3®mo para la
carbamazepina (Figura 3B), y para ambos farmacasssalio la influencia de la glucosa

como fuente de carbono adicional o secundaria.

0,7
A B
0,6- . I
3 0,57 / 1\1 ‘%
) )
$ 1 | I J\I/
0,4 ] o 1
£ Y. . s
S 03 1 T
© 02 i : N l\//%\%
8" X I !
CTo1{ e o .
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 32 4 8 10 12 14 16 18
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Figura 3. Evolucién de la densidad Optica para el consdegha con naproxeno (A), con glucosa
(W), y sin glucosal{l) y para la carbamazepina (B) con gluco#g { sin glucosa\). Las barras

indican el error estandar

Cuando se aflade naproxeno pero no glucosa (FighyapBede observarse que el
consorcio no crece. Sin embargo, cuando se afiaedasa comienza directamente una fase
exponencial, en la que experimenta un aumentorigidied Optica, que duré hasta el noveno
dia. A partir de ese momento, el consorcio dismeniaydensidad Optica pero se mantiene en
niveles altos (0.35 AU) durante los ultimos 6 dias.

Para el caso de la carbamazepina (Figura 3B) $enebtdensidades Opticas ligeramente
superiores, para ambos tratamientos (con y sinogh)¢ siendo mayores los valores de
densidad alcanzados cuando la glucosa es afiadiddates de la curva de crecimiento en
presencia de glucosa coinciden con las del napooyeglucosa por lo que pueden estar
consumiendo Unicamente la glucosa. Sin embarg@pm®$orcio microbiano en presencia
exclusivamente de carbamazepina mostré incrementpsriores a los observados con el

naproxeno y sin glucosa.
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Las densidades Opticas maximas alcanzadas mostrdifenencias significativas

dependiendo del tipo de farmaco y de la adiciérgldeosa (Tabla 6), siendo mayores las

obtenidas con carbamazepina, y con glucosa (Figyra

Tabla 6 — Andlisis de la varianza de las densidades Optnédgimas alcanzadas (I) y del

porcentaje de eliminacion final del farmaco ().

(D ANOVA: Densidades oOpticas maximas alcanzadas.

Suma de

FACTOR cuadrados gl F P
Tipo de farmaco. 0,15 1 19,0 *
Glucosa 0,05 1 5,9 *
Farmaco x Glucosa 0,01 1 1,7 n.s
Error 0,01 8 19,1 *k
(I ANOVA: Porcentajes eliminacion final del farmag.
Suma de
FACTOR cuadrados gl F P
Tipo de farmaco. 1022,39 1 8,4 *
Glucosa 2530,28 1 20,8 i
Farmaco x Glucosa 4139,73 1 34,0 o
Error 121,70 8 8,4 *
*< 0,05y **<0,01, n.s >0,05
_ 0,6 A b B
2 o 804
< 05- 8
E 04 % 60
o ! y—
o c
© 034 S 40
= © a
C
< 0,2 = a
‘g = 20 a
o 0,11 w
Q X
< 0,0 0-
N C G+ G- NG+ NG- CG+ CG-

Figura 4.- A) Promedio de la densidad Optica maxima alcdazaon naproxeno (N) y

carbamazepina (C) y con glucosa (G+) y sin ellg.(B} Promedio del porcentaje de eliminacion de

farmaco naproxeno con glucosa (NG+), naproxenoghkinosa (NG-), carbamazepina con glucosa

(CG+) y carbamazepina sin glucosa (CG-) Las baimd&can el error estandar. Las letras indican

diferencias entre grupos (p < 0.05, SNK)
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La Figura 5 muestra la concentracién en thgé naproxeno y carbamazepina en funcién
del tiempo, con y sin glucosa. La concentracionnagiroxeno disminuye hasta un 77% en el
tratamiento con glucosa, mientras que en el restolod tratamientos no se alcanzan
porcentajes de eliminacion superiores al 30%.(21%prdbkeno sin glucosa, 12%
carbamazepina con glucosa, 30% carbamazepina sicosgl). El porcentaje final de
eliminacion en funcién del tipo de farmaco y deathcion de la glucosa mostré diferencias
significativas en la interaccién (Tabla 6) de las dactores (tipo de farmacos x adicion de
glucosa).

Los resultados indicaron que el porcentaje de rlgion del naproxeno con glucosa fue
significativamente mayor que sin glucosa (Figurg géro entre el naproxeno sin glucosa, la
carbamazepina sin glucosa y la carbamazepina amogf, el andlisis SNK no muestra
diferencias significativas (Figura 4B).
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Figura 5.-A) Concentracion de naproxeno con glucollB § sin glucosal{) a lo largo del
tiempo. B) Concentracion de carbamazepina con giu@h) y sin glucosaA\) a lo largo del tiempo.

Las barras indican el error estandar.

Las mediciones de la toxicidad llevadas a cabo amgliel test MicrotoxTM se realizaron
para todos los cultivos en el tiempo inicial y fide cada tratamiento. La toxicidad para el
tiempo inicial de todos los tratamientos fue d€)%0 mientras que los valores medios finales
no mostraron grandes disminuciones siendo de W 88l2para el NG+, un 85 % £ 10 para
el NG-, un 100% + 0,1 para el CG+ y un 82 % + 1&am CG-.
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La Figura 6 muestra la diversidad de las bandasa®orcio EEs de cada uno de los
tratamientos. Los tratamientos con glucosa (NG+#)XQ@ostraron menos bandas (1, 3 y 4),
pero mas intensas (sobre todo la banda 4), queal@snientos sin glucosa (2,4,5,6,7 y 8). La
banda 5 se adapta mejor a la presencia de naprekegtucosa, mientras que las bandas 7 y
8, a la carbamazepina sin glucosa.

MPm I NG+ NG CG+ CG-

[

Figura 6:- Analisis DGGE para los tratamientos con el catieds,Es. Marcador peso molecular
(MPm), Consorcio fEsafiadido a cada tratamiento en el tiempo inicialdnsorcio EEstras 16 dias
de incubacion con naproxeno y glucosa (NG+), cgrax@no (NG-), con carbamazepina y glucosa
(CG+) y con carbamazepina (CG-).
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4. 3 Experimento factorial fraccionado.

La Figura 7 muestra los valores de las pendienteslad curva de crecimiento
microbiolégico (1) y de la densidad 6ptica maxima alcanzada para tatamiento. Todos

los tratamientos comienzan con la misma densididadf®,2 A.U).

0,040 — — — — :
0.035 Concentracidon de inoculo alta A { Concentracion de indculo baja B
, I Consorcio | = consorcio
0,0304 [ colonia 4 C—IColonia
__ 0,025- i
E ]
= 0,020 ]
=+ 0,015 1
0,010+ 1
0,005+ T 1
= 124 I Consorcio ] I Consorcio
2 | [__ Colonia T C [_Icolonia D
c 1.0-
C 1 -4
S 0,8-
© ]
E 0,6- )
& 1
£ 0,4 1
g 4
< 0,2- T
0,0

113 214 315 416 59 610 711 8 12
Tratamiento Tratamiento
Figura 7. — Promedio de las tasas de crecimiento para losnti@téos con concentracion de
microorganismos alta (A) y baja (B). Densidad @ptimaxima alcanzada a 600nm para cada
tratamiento con concentracion de microorganismm @) y baja (D). Las barras de error indican el

error estandar.

El andlisis estadistico para el disefio factoriahgleto de la tasa de crecimiento) (
encuentra significativo (p<0,01) el tipo de miagenismo utilizado, la concentracion a la
que ha sido inoculado y la interaccion entre anfoeacos (Tabla 7). El consorcio alcanza
pendientes mas acusadas que la cepa aislada, wrphas microorganismos, el crecimiento

es mayor cuando la concentracion de inoculo es(Bajara 8). Sobre la interaccion entre el
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naproxeno y la carbamazepina, debido al disefiozadib, no puede sacarse ninguna
conclusién, ya que en este valor de la interacei$tan recogidos otras interacciones de
segundo orden que son alias entre si, como etelaation entre el tipo de microorganismo y
la concentracion de inoculo; y la interaccion dgliecosa y concentracion de farmaco, pero si
permite decir, aunque no con total certeza, queegimiento es mayor cuando los farmacos

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

Tabla 7. -Andlisis de la varianza para la tasa de crecimibatteriandl) y las densidades

Opticas maximas alcanzadds.

Suma de
FACTOR cuadrados gl F P
(I) ANOVA: Tasa de crecimientg (1/h)
C. 3,30-10 1 1,210 n.s
N. 3,50-1F 1 1,304 n.s
T™. 2,82-10 1 10,456 o
G. 5,90-16 1 2,183 n.s
CM. 3,26-10" 1 12,063 o
CF. 1,80-10 1 0,673 n.s
CxN 4,34.1¢ 1 16,081 o
CxTM 7,50-10 1 2,781 n.s
CxG 0,00-18 1 0,013 n.s
CxCM 5,20-16 1 1,936 n.s
CxCF 8,00-18 1 0,304 n.s
TMx G 1,00-10° 1 0,049 n.s
TM x CF 9,00.10° 1 0,345 n.s
ERROR 2,70-10° 18
(I ANOVA: Densidad éptica maxima alcanzada (A.U)
C. 4,56-1G 1 2,937 n.s
N. 6,28-1C 1 4,046 n.s
T™. 1,52.10 1 9,793 w
G. 5,67-1G 1 0,365 n.s
CM. 4,35.1C¢ 1 2,802 n.s
CF. 9,33.16 1 6,009 *
CxN 2,41-16 1 1,551 n.s
CxTM 6,94-1¢ 1 4,468 n.s
CxG 2,09-18 1 1,347 n.s
CxCM 2,42-16 1 1,558 n.s
CxCF 7,08-18 1 0,456 n.s
TMx G 9,80-10 1 0,006 n.s
TM x CF 1,96-10 1 12,598 o
ERROR 1,50-16 18

*< 0,05y **<0,01, ns >0,05
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Para las densidades Opticas maximas alcanzadatpoelmicroorganismos mostro
diferencias significativa (Tabla 7) siendo los vak alcanzados con la colonia;;C
significativamente mayores que los alcanzados taoresorcio BEs. (Figura 8). Aparecio
también como significativa la interaccion entrdigb de microorganismo y la concentracion
de farmaco usada. La colonia;Glcanza valores superiores cuando el farmaco esta e
concentraciones altas y el consorcio cuando lasertraciones de farmaco son bajas. Este

efecto estaria solapado con la interaccion dedeogh y el tipo de microorganismo (Figura
9B).

0,012 o 10,5 &
0,010 | g
o | 1% 3
.~ 0,008 / i 03 %
< J ! . ,

< 0,006 i >
- 10,2 8
0,004 5
] | ] 3
0,002 i 10.1 5
. i 1 S

0,000 0,0

c ciz AB C Ci17
™ CM ™

Figura 8. —Promedio de la tasa de crecimiento para los tratsiws Tipo de microorganismo
TM, siendo el consorciozEs (C) y la colonia (C17), concentracion de in6culo @ké (A) y baja (B).
Promedio de las densidades méaximas alcanzadaglpia de microorganismo TM. I Alta,
Baja) en la tasa de crecimiento microbiapp (Efecto del tipo de microorganismo Tl (Consorcio,

1 Colonia C17) en las densidades maximas alcanzadas.
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Figura 9. - A) Interaccion del tipo de naproxeno (N) y carbaepiza (C.). (+) Indica presencia,
(-) ausencia. para la tasa de crecimiento bactefninteraccién del tipo de microorganismo vy la

concentracién de farmaco usada. en las densidatieagimaximas alcanzadas.

Los resultados del incremento de la poblacion betda calculados a partir de los
resultados del NMP se muestran en la Figura 10.

w
o

Tratamientos sin glucosa A Tratamientos con glucosa B

Il Consorcio - Il Consorcio
| [__1Colonia [ IColonia
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Lo
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714 210 411 612 814
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Figura 10. - Incremento de la poblacién microbiana creciendogiacosa (A) y sin glucosa (B).

Las barras indican el error estandar.
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El incremento de la poblacion microbiana mostrérdificias significativas (Tabla 8) para
el los tratamientos naproxeno (N), tipo de micraoigmos (TM) y presencia de glucosa (G).
El incremento de las poblaciones fue significatigate mayor en los tratamientos donde el
naproxeno esta presente, en los tratamientos cmogg y con la colonia:&(Figura 11).
También es significativa la interaccion de la carhaepina con la concentracion de
microorganismo, pero al ser alias de otra intetaccde la que han salido efectos
significativos se analizara su alias (N. x TM). ingéeraccion de la glucosa con el tipo de
microorganismo también es significativa. De estésracciones puede sacarse que la colonia

C,7crece mejor que el consorcio, y mejor con naproxegloicosa presentes (Figura 12).

Tabla 8. Analisis de la varianza para el incremento deolalgrion microbiana.

ANOVA: Incremento celular (NMP)

Suma de
FACTOR cuadrados gl F P
C. 4,571 1 0,549 n.s
N. 2,48-10F 1 29,848 o
™. 2,05-1¢ 1 24,619 i
G. 8,62-10' 1 10,358 o
CM. 9,70-10° 1 1,166 n.s
CF. 2,82:10 1 0,338 n.s
CxN 4,35.10" 1 5,231 *
CxT™M 1,66-10" 1 1,996 n.s
CxG 3,98-10 1 4,781 *
CxCM 1,07-1& 1 12,846 i
CxCF 6,41-10" 1 0,008 n.s
TMxG 8,01-10" 1 9,615 i
TM x CF 5,56-10° 1 0,668 n.s
ERROR 1,50-10 18

*< 0,05y **<0,01, ns >0,05
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Figura 11.- Promedio del incremento de la poblacion microbigara los tratamientos Naproxeno

(N), Glucosa (G) y tipo de microorganismos (TM).
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Figura 12.- A) Interacciones entre el naproxeno (N.) y el tif@omicroorganismo. B) Interaccion
entre la glucosa (G.) y el tipo de microorganisiiesencia (+) y ausencia (-), en el incremento
celular.

Los porcentajes de eliminacion de cada farmaco sestran en la Figura 13. Hay 4
tratamientos (1,2 9 y 10), que no contienen nin@@maco y por lo tanto el valor no existe.
Por el contrario, existen otros 4 tratamientos4(311, y 12) que contienen la mezcla de
ambos tratamientos y tienen dos valores, uno qureente a cada farmaco. Debido a la

ortogonalidad del disefio, para los tratamientosneencla, se ha calculado tanto el porcentaje
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global de eliminacion de la concentracion de fawsg&igura 13A), como la eliminacion de
cada farmaco dentro de la mezcla (Figura 13B yraigiBC). Se alcanzaron valores muy
proximos a la completa eliminacion del naproxenol@n tratamientos 13 y 8. Para la

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

Para poder incluir el porcentaje de degradaciooadia farmaco dentro de la mezcla, el
analisis de la varianza para el porcentaje de dagi@n no se realizO multifactorialmente
sino para cada factor por separado. Solo fue gigtifamente diferente el tipo de farmaco
degradado (F(3,28) = 6,5, p = 0,002) siendo maggradado el naproxeno (Figura 14). No
se observan diferencias entre la degradacion dwelaffo solo y dentro de la mezcla (Figura

14, los tratamientos que comparten letra no sonifgigtivamente diferentes).
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Figura 13. - Porcentaje de eliminacion global de la conceidraace farmacos para cada

tratamiento (A), y porcentaje de eliminacion deacddrmaco en los tratamientos con mezcla (B, C).
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% Eliminacién farmaco
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Tipo de farmaco

Figura 14. - Influencia del farmaco utilizado en los porcgggade eliminacion.

Los resultados obtenidos para la evaluaciéon del , €6itido en la respiraciénse
muestran en la Figura 1bos resultados del analisis de varianza para estdida se
encuentran en la Tabla 9. El Unico factor princip@nificativo ha resultado el tipo de
microorganismo, siendo mayores los valores paracdlnia G;. Es significativa la
interaccion de la carbamazepina y el naproxen@n@ézara su alias (TM x CM), puesto que
incluye un factor principal significativo. Tambiées significativa la interaccion de la

carbamazepina y la concentracion de farmaco (Fibgya
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Figura 15. — Respiracion microbioldgica para cada tratamiémmles CGQ).
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Tabla 9. —Resultados del analisis de la varianza la respmanicrobiana.

Suma de
FACTOR cuadrados gl F P
ANOVA: Respiracién (moles)
C. 0,00-10 1 0,148 ns
N. 0,00-10 1 0,135 ns
T™. 2,10-10° 1 477,058 ok
G. 0,00-1@ 1 2,415 ns
CM. 0,00-10 1 5,443 *
CF. 0,00-16 1 0,039 ns
CxN 1,00-10 1 18,896 ok
CxTM 0,00-10 1 0,138 ns
CxG 0,00-18 1 2,582 ns
CxCM 0,00-10 1 0,089 ns
CxCF 0,00-10 1 10,548 ok
TMx G 0,00-10 1 1,217 ns
TM x CF 0,00-10 1 5,902 *
ERROR 0,00-10 18
*< 0,05y **<0,01,n.s>0,05
0,012 M Consorcio A | B CF Alta B
- 1 [L__IColonia 1 [__|CF Baja
0 0,010 -
2 ] |
£ 0,008 1
S 0,006 ]
a% 0,004—- —
X 0,002 1
0,000

CM Alta CM Baja C+ C-

Figura 16 .- A) Interacciones entre el tipo de microorganismdly( y la concentracion de
microorganismo inoculada. B) Interaccion entredebamazepina (C) y la concentraciéon de farmaco.

Presencia (+) y ausencia (-).
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Para la toxicidad no se encuentran diferenciasifgigtivas entre ningun factor o
interaccion. Todos los tratamientos comienzan guntaxicidad del 100%, y no disminuyen
en de valores del 90%, salvo el tratamientol6, [orcolonia G; que ha alcanzado

toxicidades finales del 60%.

{ Il Consorcio
4 [ Colonia

1004
90+
80+
704
60-
504
40

% Toxicidad final

19 210 311 412 513 614 7 158 16
Tratamiento

Figura 16.- Porcentajes de toxicidad final alcanzados para trathmiento.

La figura 17 contiene los resultados del arbolgioético obtenido para el honge ka
secuenciacion de la region 16S del hongo aislatoaesorcio EEs rindié una secuencia de
582 pb. Esta secuencia fue comparada con las dgs®en el genbank ofreciendo un 100%
de identidad conLecanicillium lecanii EF512977. La secuencia;H 16 secuencias
genéticamente préximas procedentes del genban&rfu@ineadas obteniéndose una matriz
cuya longitud fue 601 nucledtidos de los cualesu#son parsimonicamente informativos.
Tras el andlisis filogenético se produjeron 4 &bdbualmente parsimonicos, cuyo arbol
consenso tuvo un indice de consistencia (Cl) y etencién (IR) de 0.833 y 0.971
respectivamente. En este arbol todos los cladbsvieson soportados por valores de
"boostrap” mayores o iguales al 50%. (Figura x)h&igo H quedo circunscrito en el clado
correspondiente la. muscariuncon un valor de bootstrapa del 71%. Por tantopserva una
incongruencia entre la identificacion inicial poongparacién entre secuencias y el arbol

filogenético tras el andlisis por parsimonia.
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L. muscarium AJ292388

H1
71

L. muscarium AJ292388

L. muscarium EF512985

L. muscarium EF513017

88 99 [ L. fongisporum EF512870

60 — L. longisporum AJ292384

90 [ L. fecanii EF512977

— L. fecanii EF512998

L. atfenuatum AB378513

80—[ L. aphanocladii AJ292430
95 L

. aphanocladii AJ292431

— L. dimomhum AJ292429

L. psalfiofae AJ292390

L. fusisporum AJ292428

L. antifanum AJ292382

L. fungicola AF324876

Figura 17. - Arbol filogenético obtenido a partir de las seaias del fragmento ITS que
identifica al hongo. Los valores de “Bootstrappetiores al 50% se muestran en la rama del arbol. E

arbol tiene como raikz. fungicolgd

La identificacion de la colonia bacteriana capaz nti@eralizar los farmacos es de
momento preliminar debido a dificultades en ladextdel cromatograma, por lo que en este
momento nos aventuramos a decir que perteneceupb groteobacteria. No obstante es

necesario una reamplificacion y secuenciacion radgr

Los cambios en la estructura de las comunidadeset@onsorcio microbiano ;E5 se

chequearon con el analisis DGGE. La Figura 18A mna&s resultado de este analisis.
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Sm PPCPs Mezela  Carh. Napr.
MpmI 1 2 3 4 5 6 7 8

o i SN S F“T o 08 45 N W I

0,1

Figura 18.- (A) Bandas del analisis DGGE correspondientes a framseamplificados de la
region 16S rARN de ADN aislado de los tiempos fisatle los tratamientos 1-8 (composicion en
Tabla 4). Mpm: marcador peso molecular, |: Congoiobculado en el tiempo inicialg(t (B)
Dendograma del andlisis de conglomerados por eddo8PGMA . Las longitudes de las ramas son
proporcionales a los cambios os diferencias geag(ia,1).

Existen dos bandas predominantes (bandas j, ke),sguhan desarrollado con mucha
intensidad para todos los tratamientos (Figura 18#duidos lo que no contienen PPCPs
como fuente de carbono (1,2), y que parecen sgukahan desarrollado mayor capacidad de
degradar los farmacos, ya que son considerablemedseintensas en los tratamientos con
PPCPs presentes. Para identificar los perfilesDdeGE que tienen similitudes entre las
bandas presentes, se realiz6 un andlisis de coagdoims por el método UPGMA. Una
ventaja de este andlisis es que las coincidenaia® dratamientos pueden observarse
facilmente (Fromin et al., 2002). El resultado oide en forma de dendrograma (Figura

18B) nos permite ver cual es la bondad de la sejdareen la agrupacion jerarquica de
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conglomerados. Todos los tratamientos han sabidptase a las fuentes de carbono y han
continuado su crecimiento (el dendograma muestiredeulo separado del resto, y el primero
en incorporarse al cluster). El tratamiento 4 &léds muy diferente a todos los demas, la
distancia que presenta con el resto de los tratdosees muy grande. Este tratamiento
corresponde a la mezcla de farmacos en presengiacEsa, y es el tratamiento que menores
porcentajes de degradacion presenta. Las bandis(kjg. 18A), aparecen con menor
intensidad, y han crecido especies que no estaringdn otro tratamiento (e,x,y,z), que no
deben presentar capacidad de degradacion, y posibte utilizan como fuente de carbono la
glucosa.

El dendograma distingue dos grupos mas, las rabhésnidas para los tratamientos 2y
3, han salido muy similares entre si, y cercands banda 1. Esto sugiere que cuando
carbamazepina y naproxeno se encuentran en la andasl cepas microbianas que se
desarrollan y predominan son diferentes, y mascqas a los tratamientos sin farmacos, por
lo que puede deducirse que la adaptacion y caghdieldegradacion es menor en la mezcla 'y
que por alguna razon no pueden consumir los farsnaco

El otro grupo estaria formado por las bandas 6 qu8 son muy similares entre si
(carbamazepina y naproxeno, ambas con glucosajeynq difieren mucho tampoco del
tratamiento con carbamazepina sin glucosa 5. Enti@nto con naproxeno sin glucosa (7) es
el que mas diferente dentro del grupo. En estiartrientos las comunidades microbianas

son muy parecidas y capaces de degradar moléangdajas como son los PPCps.
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5. DISCUSION

En este estudio se ha analizado el proceso ded#mgpa de los farmacos naproxeno y
carbamazepina por la comunidad microbiagias iy por la cepa bacteriana aun no identificada
C.7 (filo proteobacteriy, mediante parametros quimicos y biologicos (@desacrecimiento
microbiano, densidades épticas maximas alcanzesggsracion, incremento de la poblacion,
% de eliminacion de los farmacos y toxicidad). Totlms microorganismos utilizados en los
experimentos han sido obtenidos de muestras desapu@venientes de la planta de
tratamiento de aguas Arroyo de la Vega, ya quedasunidades microbianas expuestas de
manera permanente a una determinada contaminatig&mjen a ser dominadas por
organismos capaces de utilizar esos contaminaates Gnicas fuentes de carbono y energia
(Gallego et al. 2007).

Los factores como una fuente primaria de carbohwdga), la concentracion del PPCP, o
la concentracion a la que el microorganismo ha sideulado, son factores que pueden
influir en la optimizacion del proceso (Onesioskt 2009). La simulacion en laboratorio de
los procesos degradadores de contaminantes orgamemdo diferentes microorganismos y
compuestos quimicos es absolutamente necesargadmngel introduccion en el ambiente para
biorremediar zonas contaminadas.

Mediante el experimento con el consorciQEf se consiguieron porcentajes de
eliminacién de un 77% para el naproxeno, y un 2%a da carbamazepina. Con los
experimentos del disefio factorial se consiguié noigtir la degradacion, obteniéndose la
eliminacién completa del naproxeno, y porcentajesliminacién de la carbamazepina de
hasta el 65%. Estos resultados son novedosos, eydaqearbamazepina es de los farmacos
mas resistentes a la biodegradacion. En revisioggsntes (Onesios et al., 2009) se ha
descrito que la eliminacion de este farmaco entaéade tratamiento de aguas nunca ha sido
superior al 40 %. Los porcentajes encontrados alesite laboratorio (0-50 %) han sido
también inferiores a los resultados obtenidos & tesbajo (Bendz et al., 2006; Bernhard et
al., 2006; Clara et al., 2005b, Rodriguez-Rodrigetesd. 2010, Ternes et al., 2007) siendo los
valores més altos en fangos y fase sélida. El ratgg@orcentajes de eliminacién para el
naproxeno encontrados en bibliografia es muy anfgéede el 45 % hasta el 100 %) tanto en
fase liquida como solida. (Bendez et al. 2005b&l& et al. 20072, Nakada et al. 20086,
Rodriguez et al. 2003, Rodriguez-Rodriguez et@L02 Vieno et al. 2005).

- 45 -



Degradacion de naproxeno y carbamazepina por tr&atos microbiologicos.

Las tasas maximas de crecimiento (1) fueron smatifiamente mayores cuando las
concentraciones del inéculo fueron bajas. Tamh#&ndensidades maximas, los incrementos
celulares y la respiracion fueron mayores en lasamnientos con la colonia;£ Estos
resultados, contradicen los obtenidos por Szabal.e?2007 en la que los in6culos mas
diluidos eliminan las especies menos abundantesaafdo negativamente el funcionamiento
de los ecosistemas. Estudios previos (Loreau et2801) mantienen que la riqueza de
especies aumenta la funcion del sistema, en nuessmseria la capacidad de degradacion de
los farmacos. Sin embargo, nuestros resultadosranost que la eliminacion de los farmacos
era independiente del tipo de microorganismo (codagh microbiana EEs vs. cepa
bacteriana ). El hecho de que un proceso de degradacién nmdependiente de si es una
comunidad microbiana o una sola cepa bacteriaremdairealice es muy interesante desde el
punto de vista eficaz del proceso (Onesios e2@09) sobretodo con respecto a los procesos
de aplicacién enzimatica. Estos resultados sugigeen cuando se alcanzan determinadas
densidades criticas las interacciones de competepor los recursos pueden afectar
negativamente los procesos (Pritchard., 1992).

Los porcentajes de degradacion obtenidos en ekiexgeto previo con el consorcio son
superiores para el naproxeno en presencia desglucm 86% frente al 21% sin glucosa),
pero no ocurre asi con la carbamazepina (12% ecmosp, 30% en ausencia de ésta). Para el
experimento factorial, la presencia de glucosalt@significativa sélo en el crecimiento de la
poblacion evaluada mediante el NMP, mejorando retimiento de la poblacién de
microorganismos, pero no afectd a los porcentage®loninacion de los PPCPs. En los
analisis de DGGE, la presencia de glucosa dismitauydodiversidad del consorcio. So6lo en
el caso del naproxeno dentro del experimento fedttee obtienen mas bandas y mas intensas
en presencia de glucosa. A falta de informacionsugeera otra cosa sobre los mecanismos
de degradacion de PPCPs, actualmente se asumeanaocse aflade una fuente de carbono
de facil asimilacion, y un compuesto toxico en ihattes traza, los microorganismos estan
degradando los contaminantes a través de cometatmoli (Onisios et al., 2009; Ternes y
Joss, 2006), pero no se ha encontrado bibliogesifia que se estudie el efecto de afadir esa
fuente de carbono labil en el caso de la carbanr@epel naproxeno. Vroumsia et al., 1999
observé que con concentraciones de 5g/L de gludéssdicillium lecanii era capaz de
degradar compuestos organicos xenobioticos de castau similar a los PPCPs de este
estudio, y el porcentaje de degradacion era supakiobtenido en ausencia de glucosa. Sin
embargo, cuando usé concentraciones de 10 g/Lorekptaje de degradacion era inferior

incluso al de la ausencia de glucosa. Muchos Ietigoen la capacidad de secretar enzimas
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oxidativas que son las responsables de la degtagacia produccidén de estas enzimas esta
asociada al metabolismo secundario ante bajas cwac®nes de nutriente (Lopez et al.,
2004, Eibes et al., Feijoo et al., 2008). La degcaih se ha observado incluso cuando no hay
glucosa en el medio, lo que parece indicar quecliamatacion al medio es suficiente para
empezar la degradacion, y que la glucosa puedbiidhiproduccion de enzimas capaces de
degradar el farmaco. En el caso del naproxeno, guueestarse dando efectos de
cometabolismo (Quintana et al., 2005).

Se decidio determinar la toxicidad para los tragatas previos con el consorcigHs y
para el disefio factorial, ya que la mera desaparidel compuesto estudiado no tiene porqué
significar la completa biodegradacién. Si bien seocen los porcentajes de eliminacion de
estos farmacos por algunas especies, muy poabsessbre la evolucion de la toxicidad en
este tipo de consorcios (Onesios et al.,, 2009)xe&eggcion del tratamiento 16, no se han
encontrado disminuciones de la toxicidad signifieet, pese a estar produciéndose la
eliminacién de los farmacos. Es debido a que sanegtnerando compuestos intermedios,
cometabolitos, que pueden ser incluso mas toxiceslas productos iniciales (Rodriguez-
Rodriguez., 2010, Zhong et al., 2003, Quintand.eP@05), y esta pendiente su identificacion
mediante LC-MS.

Se identificd durante las pruebas de estima deldapion bacteriana (NMP), realizadas
para el experimento factorial, que aparte de lalibarsidad bacteriana, el consorcigEk
estaba compuesto también por un hongg.(Hsto ocurria en la mayoria de los tiempos
finales para el consorcio, por lo que se descargfgera una contaminacion. Se realizo la
extraccién de ADN para la colonia{y el hongo H, de cara a su posterior identificacion.

Para la identificacion del hongo se replico la dagiNu-rDNA, la mas popular en los
estudios moleculares filogenéticos, que contiere genes 18S, 5.8s y 28s altamente
conservados, las variables ITS1 y ITS2 y la red®6 no transcrita. Esta region suele
proveer datos adecuados para determinar el esdsadodmico de un hongo (Li et al., 1994,
Min y Hickey, 2007).La primera identificacion debriigo por comparacion con la base de
datos del genbank revelo una identidad del 100%_ctecanii(AB079127). Sin embargo, el
analisis filogenético localizo al hongo dentro d@glpo L. muscariumcon un valor de
boostrap aceptable. Esta incongruencia se delfecaltdides en la identificacién morfolégica
dentro de este grupo de hongos, de tal manera goba® secuencias enviadas al genbank
son erroneas en su identificacion. Ademas, hayaguegar que solo cuando se ha llevado a
cabo un estudio multigénico de este grupo se hfcaelo la monofilea del genero (Kouvelis

et al., 2008, Sung et al., 2007). Por tanto, egbamslado pertenece al cladoldanuscarium
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dentro del complejo de especledecaniis. lat. de acuerdo con Kouvelis et al., 2008)igz
et al., 2009.

Lecanicillium muscarium (Verticilluim Lecanii)es un hongo entomopatogénico y
lignolitico que ha sido usado con éxito como ageleteontrol de plagas (Butt et al, 2001).
Los hongos lignoliticos son microorganismos capatesde degradar lignina, que es un
polimero amorfo y complejo, cuya estructura arocaatis similar a la estructura molecular de
muchos contaminantes como los PAHS, pesticidadclpabifenilos y tintes sintéticos
(Cajthaml et al., 2001) Esta capacidad esta refadia con la secreccion de enzimas
oxidativas como lignina peroxidasa (LiP), manganesmxidasa (MnP), peroxidasa versétil
(VP) y laccasa.

Son varios los estudios que demuestran el efecgradador del.lecanii sobre
contaminantes. Vroumsia et al., 1999, encontré epieste hongo es capaz de degradar
guimicos xenobibticos provenientes de fuentes aquaisne industriales en medios liquidos.
Krivobok et al., 1998, también encontré que estees degradaba antraceno entre un 70 y
90%. Para PAHs de elevado peso molecular (4-Toapilse ha encontrado una maxima
degradacion poiLecanicillium sp.en condiciones de bajo oxigeno.(Silva et al., 2009
Clemente et al., 2000, encontré también geeanicilllium sp.era capaz de degradar PAHs
de suelos contaminados hasta porcentajes supesioré%o.

Hasta donde nosotros sabemos no se ha descritonnimango de este grupo capaz de
degradar PPCPs aunque si otros tipos de hongo®jdtoplo, Rodarte-Morales et al., 2010
encontraron que diferentes cepasBjierkandera sp. y Phanerochaete chrysosporiuaron
capaces de degradar la carbamazepina y el napraxempletamente. Rodriguez-Rodriguez
et al., 2010 encontraron que la espdcetametes versicolags igualmente capaz de degradar
naproxeno y carbamazepina en presencia de gluamsaparcentajes del 95% para el
naproxeno en medio liquido, y del 50% para amboslodos activados. La especie
Cunninghamellaambién se encontré capaz de degradar el naprasesa totalidad (Zhong
et al.,, 2003). Por tanto, esta seria la primeraemzjue se describe un hongo del genero
Lenanicillium con capacidad para degradar PPCPs. De la colopiad® hemos podido
aventurarnos a decir que pertenece al gprpteobacteria.

Nuestros resultados cumplen los objetivos fijadasieio del proyecto al haber podido
obtener microorganismos degradadores de PPCPdaasiirectamente de un agua sometida
permanentemente a contaminacién. Es aun mas impdryanovedoso el hecho de que se
hayan conseguido porcentajes de degradacion darlb@mazepina del 65%, y la completa

degradacion del naproxeno. Sin embargo, no setsegaido reducir la toxicidad del medio.
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Mediante técnicas moleculares se ha identificadimcalizado filogenéticamente a estos
microorganismos en una colonia del género de lake@ibacterias, y un hongo del género
Lecanicillium Lecanii.Sin duda, la identificacion de este ultimo génesaun resultado muy
importante, ya que son pocos los estudios que ha&jarionado &ecanicilliumcon procesos

de biodegradacion.

6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente trafgalestacan las siguientes conclusiones:

1. Se encontro un consorcio microbiangEk) y una colonia aislada {¢ del filo proteo-
bacterias capaces de degradar naproxeno y carbpimazkea eliminacion de los farmacos

resulté independiente de si es la comunidad miar@bo la cepa bacteriana quien la realice.

2. A través de los experimentos del disefio factgeahan conseguido altos porcentajes de

eliminacion tanto de la carbamazepina (65 %) coalmdproxeno (100 %).

3. Los factores glucosa, concentracion de microosganiy concentraciéon de farmaco
han condicionado el crecimiento microbiano, pero afectaron a los porcentajes de
degradacion de PPCPs.

4. A pesar de que existido eliminacion de naproxencagbamazepina, no disminuyé
significativamente la toxicidad dentro de los tmaientos debido a que se han formado

compuestos intermedios y no se producido la cordretstal a CQ

5. Se ha identificado el génetcecanicillium Lecaniicomo integrante del consorcio
microbiano EBEs, Este género, hasta ahora, no se habia relaciooad procesos de
degradacion de PPGP
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7. LINEA FUTURA

Todos los resultados obtenidos en este trabajdtaastelevantes y novedosos. Ademas
permiten establecer nuevas lineas de investigaaioal campo de la biotecnologia y de la
bioremediacién, de manera que mejoren y optimicsnprocesos para alcanzar mejores
resultados, y que centren la atencién no sélo eedmadacion de PPCPs sino también en la
reduccion de la toxicidad del medio en el menomgie posible. En este sentido resulta
interesante estudiar e identificar los metabolitpe se han formado en el proceso de
degradacion del naproxeno, de la carbamazepina)g mhezcla de ambos.

Seria interesante trabajar con el grdpranicillium Lecaniide manera aislada para
confirmar estos resultados y segur trabajando eoptamizacion de la degradacion. Una
identificacibn mas detallada de la colonia;,G/ de los microorganismos presentes en el
consorcio EEs esta realizandose en la actualidad. Es necesériestadio de estas
comunidades microbianas con méas profundidad.

Por otra parte la extraccion de enzimas implicastasl metabolismo de PPCPs capaces
de neutralizar los contaminantes es una tarea i@daer desarrollar. El aislamiento e
inmovilizacion de enzimas permiten el disefio de rrbaxtores que aumentan
considerablemente la eficacia de los procesoselRpdesde el punto de vista de la aplicacion
el identificar una Unica especie capaz de degiaddridrocarburos como la colonia@s un
hallazgo importante ya que la extraccion de enzideasn Unico género siempre sera un mas
rentable que si se realiza a partir de un consorSiria interesante continuar seguir
estudiando la degradacién con esta colonia depfidteo-bacteria.

En resumen, los resultados obtenidos en este estugonen una importante aportacion a
la investigacion de procesos de bioremediacionmdeientes contaminados, asi como a su

futura aplicacion.
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