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RESUMEN.

Los problemas de contaminacion resultantes del uso indiscriminado de productos
de origen antropogénico, como son los microcontaminantes, tienen un importante
impacto nocivo sobre el medio ambiente. Actualmente los microcontaminantes
resultan ser de un especial interés por su falta de regulacion ambiental. Dentro de
la clasificacion de microcontaminantes se encuentran farmacos como el
diclofenaco que es un antinflamatorio no esteroideo. El diclofenaco es persistente
y recurrente en aguas residuales, debido a ello, este proyecto se enfoco en el
aislamiento de microorganismos que pudieran transformar/degradar diclofenaco,
con el fin de desarrollar tecnologia para su eliminacién. Como se ha reportado
anteriormente, los humedales artificiales cuentan con mecanismos para remover
compuestos organicos, es por ello que se decidid realizar el aislamiento de
microorganismos a partir de una muestra de suelo de un humedal artificial
instalado en la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) de lzucar de
Matamoros, Puebla. Se obtuvieron treinta y cuatro aislados capaces de crecer en
medio minimo M9-agar con diclofenaco como Unica fuente de carbono. Diez de los
aislados se seleccionaron para evaluar la capacidad de crecer y/o degradar
diclofenaco en medio liquido. Los diez aislados crecieron en presencia de 0.75
mM de diclofenaco. En el cultivo del aislado HV1N se observé una disminucion en
la concentracion del diclofenaco, sugiriendo que esta cepa lo usa como fuente de
carbono.

Por otra parte, se hizo la busqueda de enzimas que pudieran estar involucradas
en la transformacion/degradacion del diclofenaco como la peroxidasa y la
citocromo P450 monooxigenasa. Para la deteccién de la actividad peroxidasa en
los aislados se realizaron ensayos en medio minimo M9-agar con diclofenaco
(0.75 mM), guaiacol (10 mM), y peréxido de hidrogeno (1 mM). También, se
realizo la busqueda in silico de la citocromo P450 monooxigenasa en el genoma
de los diez aislados que dieron positivo a la prueba peroxidasa. La identificacién
morfolégica y molecular de los diez aislados positivos a la prueba peroxidasa

resultaron pertenecer al género Pseudomonas. Los resultados generados en este




trabajo, en su conjunto, sugieren que los diez aislados pertenecientes al género

Pseudomonas pudieran estar degradando el diclofenaco.




INTRODUCCION.

La disponibilidad de agua es esencial para el desarrollo del ser humano. Con el
tiempo, la demanda del agua potable ha ido en ascenso debido a las actividades
socioecondmicas. (Oh et al., 2010). Segun los reportes de la CONAPO, se prevé
que para el afio 2030 el incremento de la poblacion provocara la disminucion del
agua renovable per cépita alcanzando niveles cercanos 1000 m3habitante/afio lo
que se clasifica como escasez de agua (Consejo Nacional de Poblacion, 2013).
Debido a lo anterior, resulta importante la busqueda de alternativas que puedan
ayudar a depurar el agua residual, para poder reutilizarla y no solo eso, también
poder mejorar la calidad de vida de los seres humanos, reduciendo enfermedades
de origen hidrico.

El empleo de tecnologias alternativas de bajo costo y eficientes para el tratamiento
de aguas residuales es de suma importancia para la remocién de contaminantes
presentes en las aguas residuales domésticas e industriales. Un claro ejemplo de
este tipo de tecnologia son los humedales artificiales, debido a que son una
alternativa econOmica en su operacion y mantenimiento (Rai et al., 2013). Los
humedales artificiales son zonas construidas por el hombre, que emulan los
mecanismos de depuracion que se dan en los humedales naturales. De forma
controlada se permite la entrada (influente) del agua contaminada al humedal y
después de un tiempo de residencia se permite la salida (efluente) del agua
tratada. En los humedales, la remocion de contaminantes se lleva a cabo a través
de mecanismos fisicoquimicos (sedimentacion, filtracion, precipitacion,
volatilizacion, adsorcion, fotodegradacion) y biolégicos mediados por las plantas
(acumulacién, transformacion y volatilizacion) y por los microorganismos
(transformacién), siendo los microorganismos un elemento importante en el
humedal porque se encargan de la degradacion de nutrientes y contaminantes

presentes en las aguas residuales.




Las aguas residuales estdn compuestas por aguas de zonas urbanas, industriales,
agricolas, y domésticas lo que conlleva a la presencia de una elevada cantidad de
contaminantes organicos entre ellos los llamados “microcontaminantes”. El
monitoreo de este tipo de contaminantes no se encuentra dentro de ningun
programa de vigilancia ambiental dando como resultado la falta de regulacion
ambiental para este tipo de contaminantes, ademas, su ocurrencia ha sido
detectada tanto en aguas residuales como en cuerpos naturales de agua (rios,
lagos, estuarios, aguas marinas entre otros). Cabe mencionar que por su falta de
estudio, se desconocen los efectos toxicos en el medio ambiente de la mayoria de
los  microcontaminantes  (Thomaidis &  Asimakopoulos, 2012). Los
“microcontaminantes”, incluyen substancias como productos para el cuidado
personal, antisépticos, aditivos industriales, hormonas esteroideas, drogas ilicitas,
aditivos alimentarios, retardantes de llama, aditivos industriales y farmacos
(Lapworth, Baran, Stuart, & Ward, 2012). Dentro de los farmacos encontramos
compuestos aromaticos policiclicos, que suelen encontrarse de forma persistente
en cuerpos de aguas residuales (Ratola, Cincinelli, Alves, & Katsoyiannis, 2012).
El diclofenaco es uno de ellos y es un antinflamatorio no esteroideo que tiene la
caracteristica de ser recurrente y persistente en el agua residual (Lonappan, Brar,
Das, Verma, & Surampalli, 2016). Por todo esto, resulta importante dirigir
esfuerzos para resolver los problemas relacionados con la presencia de
microcontaminantes en las aguas residuales, buscar microrganismos con la
capacidad de transformar microcontaminantes, podria ser una estrategia
adecuada para abordar el problema.

Con el fin de desarrollar tecnologia para eliminar microcontaminantes de las aguas
residuales, en este proyecto se aislo e identific6 microrganismos provenientes de
un humedal artificial ubicado en la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
(PTAR) de lzucar de Matamoros, Puebla, capaces de crecer en presencia de

diclofenaco como uUnica fuente de carbono.




1. MARCO TEORICO.

1.1. Eficacia de los métodos de tratamiento de
aguas residuales.

Las aguas residuales son una importante fuente de contaminacién descargada en
lagos, barrancas, canales y rios. Segun el Inventario Nacional de Plantas
Municipales de Potabilizacion y de Tratamiento de Aguas Residuales en México se
han registrado 2,477 plantas de tratamiento en operacién, con una capacidad
instalada de 177,973.58 L/s y un caudal tratado de 120,902.20 L/s, con lo que se
puede alcanzar una cobertura nacional de tratamiento de aguas residuales
municipales del 57.0%, cabe destacar que este registro no toma en cuenta las
aguas residuales provenientes de industrias, centros comerciales y hospitales
(CONAGUA, 2015). Estos datos indican que el porcentaje restante (43.0%) de

aguas residuales municipales no es tratado.

Existen algunos métodos que se podrian usar para el tratamiento terciario de

aguas residuales y se describen a continuacion.

La ultrafiltracion es un método fisico, que utiliza membranas para la eliminacion de
particulas soélidas, el tamafio del poro determina la eficiencia del método. Las
membranas de ultrafiltracion con tamafios de poro de 15-50 KDa eliminan
pequefias particulas de soélidos incluyendo bacterias (Abdessemed, Nezzal, & Ben
Aim, 1999). Una limitante de la ultrafiltracion es que las sustancias mas pequefias
que el poro de la membrana no son retenidas, generalmente este método se usa

en conjunto con otros métodos como la adsorcién mediante carbon activado.

La oxidacion, es un método quimico que usa la dosificacion de oxidantes
(hipoclorito, perdxido de hidrogeno, ozono, hipoclorito de nitrato, dioxido de cloro,
gas de cloro, acido peroxiacético y oxigeno puro) para remover los componentes

organicos e inorganicos. Este método, tiene alta capacidad de remocién cuando




se emplea ozono como oxidante, el tratamiento con 0zono remueve compuestos
aromaticos y compuestos insaturados; la desventaja de este método es que

genera subproductos téxicos (Rosal et al., 2010)

El método fotoquimico que se basa en la exposicion del agua a la radiacion de luz
ultravioleta, normalmente junto con oxidantes como el peréxido de hidrogeno y/o
catalizadores como el didxido de titanio. Durante el proceso se generan radicales
hidroxilos que promueven la degradacion de moléculas organica a bajas
concentraciones. La desventaja de este método es que puede llegar a generar
subproductos como metales, halogenuros, aldehidos y éacidos (Deng & Zhao,
2015).

El intercambio i6nico, remueve algunos contaminantes catiénicos disueltos en el
agua por medio de un material sélido (resina o zeolita), donde son intercambiados
por iones con una carga similar, este método se utiliza para la desmineralizacion o
ablandamiento del agua. Para el ablandamiento del agua, el calcio, y el magnesio
u otros cationes se intercambian por sodio. Este método tiene limitantes como el
uso de disolventes organicos costosos que son muy especificos para cada
contaminante presente en el agua a tratar; otra limitante es que las resinas pueden
ser obstruidas en su superficie por incrustaciones de minerales u otros

componentes que producen el taponamiento de la resina (Gregory & Dhond, 1972)

Los métodos mencionados anteriormente, resultan ser ineficientes, en algunos
casos, por la alta incidencia de contaminantes presentes en las aguas residuales,
incluso el costo de algunos métodos resulta ser demasiado elevado como para
poder ser implementados en plantas de tratamiento de aguas residuales. Por
ende, los métodos de tratamiento utilizados en las PTRA’s convencionales no
incluyen, por lo general, tratamientos terciarios, haciendo que las PTRA’s sean
ineficientes para remover cierto tipo de microcontaminantes como por ejemplo los

farmacos (Acuia et al., 2015; Fatta-Kassinos et al., 2011).




1.2 Humedales artificiales y su aplicacion en el
tratamiento de aguas residuales.

Los humedales artificiales también conocidos como humedales construidos; son
una tecnologia de tratamiento verde que simula los humedales naturales, han sido
ampliamente usados en el tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales,
como lodos domésticos, efluentes industriales, agua de rios contaminados, agua
residual urbana y agricola (Badhe, Saha, Biswas, & Nandy, 2014; Harrington &
Scholz, 2010; Saeed & Sun, 2012; Yalcuk & Ugurlu, 2009).

Los humedales artificiales son utilizados actualmente como un método alternativo
de tratamiento secundario y/o terciario para aguas residuales. Estos tipos de
sistemas han tenido un gran auge en los Ultimos afios debido a que requieren
poca energia, un area de construccion pequefia, y los requerimientos para su

operacion son minimos, haciéndolos métodos sustentables (Wu et al., 2015).

Como ya se menciond, los humedales existen de forma natural en el planeta y
abarcan aproximadamente el 6% de la superficie de la tierra (Ibafiez, 2016). Los
humedales constan de un conjunto de ecosistemas (agua, suelo y vegetacion), en

donde el agua inunda una gran superficie del suelo.
Los humedales constan de los siguientes elementos (Figura 1).

» Suelo hidrico. Capa de suelo mineral organico del humedal, el cual se
encuentra frecuentemente saturado con agua y en él se encuentran raices
de la vegetacion presente, el material utilizado para este componente del
humedal puede ser tezontle, grava, arena, entre otros. Generalmente en
esta capa se encuentran también algunas conexiones de tuberia o

conexiones a la superficie.

= Vegetacion. Se emplean plantas que son capaces de crecer en el agua

(macrdfitas); de las cuales las hojas emergen sobre el agua.




= Agua. La cual provee un habitat acuatico a organismos, peces y otros
animales vertebrados, a las plantas macrofitas y a la poblaciéon de

microorganismos.

» Detrito. Es la acumulacion de material vivo y material organico muerto en el
humedal; por ejemplo, invertebrados y microorganismos como bacterias u
hongos (Kadlec & Wallace, 2008; Stottmeister et al., 2003).

Vegetacion Tubo de aire
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mp VNV Y

d e

ft'/ l'g A 44

® Efluente

Suelo hidrico “6

Figura 1. Humedal artificial para el tratamiento de aguas residuales.

La combinacién de elementos en el humedal, asi como la simbiosis planta-
microrganismos, contribuyen a la eliminacion de contaminantes (Figura 2). La
remocion de contaminantes puede ser por medio de mecanismos fisicoquimicos,
como la filtracion, la sedimentacién y la precipitacion, incluso la luz solar elimina
coliformes fecales. Por medio de mecanismos biol6gicos pueden eliminar algunos
metales pesados como el cadmio, cobre, zinc, plomo, mercurio, selenio entre
otros. En los humedales no solo se pueden remover metales pesados si no

también algunos elementos como el nitrégeno y el fésforo por medio de la




precipitacion y/o transformacién (Delgadillo, Camacho, & Andrade, 2010; Norton,
2014; William, 1999).

En los humedales también existen mecanismos de remocion de compuestos
organicos, llevada a cabo por los microrganismos que se encuentran en el
humedal, los microrganismos usan los compuestos organicos como fuente de
energia para su reproduccion. Las reacciones que los microrganismos utilizan
para la conversion de materia organica son, hidrolisis, oxidaciéon y reduccion.

Por otra parte, dependiendo de la profundidad en el humedal, se pueden encontrar
diferentes ambientes que pueden ser colonizados por diferentes microrganismos:
En la superficie del humedal existe un ambiente aerdbico por lo tanto los
microrganismos que utilizan oxigeno como aceptor final de electrones se
encontraran ahi; este ambiente es el més eficiente para transformar la materia
organica.

En las zonas de ambiente andxico del humedal se encuentran nitratos, carbonatos
y sulfatos que sirven como aceptores finales para algunos microorganismos.
Finalmente; en el caso del ambiente anaerdbico los microrganismos utilizan los
compuestos organicos como aceptores y donadores de electrones finales (Weber
& Legge, 2013).




Mecanismos de eliminacion de
contamiantes.
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Figura 2. Descripcion de los mecanismos involucrados en la eliminacion de
contaminantes en un humedal artificial

1.2.1 Los microcontaminantes.

La contaminacion del agua es un problema creciente por la introduccion de

compuestos contaminantes que tienen un gran impacto en el medio ambiente y

representan un riesgo potencial para salud publica. Actualmente existen un tipo de

contaminantes que tiene la caracteristica de encontrarse a bajas concentraciones

en el agua conocidos como microcontaminantes (Akpor & OTohinoyi, 2014).

Segun la UNESCO “un microcontaminante es cualquier producto quimico, sintético

o natural, que no sea comunmente monitoreado o regulado en el medio ambiente

con efectos ecologicos o para la salud humana potencialmente conocidos o
sospechosos” (UNESCO-IHP International Initiative on Water Quality, 2014).
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Los microcontaminantes son compuestos persistentes que no son eliminados o
transformados por los tratamientos convencionales de las PTAR’s, dando como
resultado la deteccion de estas substancias en aguas residuales ya tratadas,
interaccionando con elementos o moléculas presentes en el agua formando
nuevos compuestos quimicos y pueden acumularse o resultar bioactivos (Das et
al., 2017).

Dentro de la clasificacidbn de los contaminantes emergentes se encuentran una
diversidad de compuestos que pueden ser de origen natural o quimico que se
usan en actividades antropogénicas, en el Tabla 1 se muestran algunas clases de

microcontaminantes.

Tabla 1 Ejemplos de algunas clases de microcontaminantes.

Clase Por ejemplo
Retardantes de Illamas Tetrabormisfenol,
Hexabormociclodecano
Definil éteres polibrominados.

Pesticidas Dicloro difenil tricloroetano (DDT),
Lindano
Bentazona
Atrazina
Compuestos perfluorados Sulfonato de perfluorooctanato

Acido perfluorooctanico

Farmacos y productos de Estradiol, estrona
origen personal (hormonas, Sulfadiazina, tilmicosina
antibioticos, productos de Flutamida, miconazol
cuidado personal, Naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno

antinflamatorios)
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1.2.2 El diclofenaco como microcontaminante.

Dentro de los microcontaminantes encontramos a una clase que incluye a los
farmacos (hormonas, antibiéticos, antinflamatorios), los cuales son medicamentos
utilizados en la agricultura y medicina. Se estima que, en promedio anual, por
persona, se consumen aproximadamente 15 gr de farmacos al afio; en los paises

industrializados el consumo es de 50 a 150 gr. (Bravo, 2009).

En la clase que incluye a los farmacos se encuentra el diclofenaco que es un
compuesto aromatico con el nombre quimico de Acido 2-(2 [(2,6 diclorofenil)
amino] fenil) acético (Figura 3).

El diclofenaco es un antinflamatorio no esteroideo que posee propiedades
analgésicas y antipiréticas, recomendado para el tratamiento de artritis y de
algunas lesiones agudas; se puede administrar en la piel, por via intramuscular u
oral (NCBI, 2019). Normalmente es usado como sal de sodio o sal de potasio con
la finalidad de mejorar su solubilidad y absorcion, este antinflamatorio es de venta
libre sin prescripcion médica en la mayoria de los paises y es de un precio
econémico por tal razon se incrementa su consumo (Hernando, Mezcua,
Fernandez-Alba, & Barceld, 2006).

Basandose en los datos de salud del Intercontinental Marketing Services (IMS), se
estima que en promedio se consumen 1443 + 58 toneladas de diclofenaco a nivel
mundial (Acufia et al., 2015). Cabe mencionar que en este estudio no se tomé en
cuenta el consumo de diclofenaco para uso veterinario, ya que no se cuenta con la

disponibilidad de datos.
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Figura 3. Estructura quimica del diclofenaco.
Figura tomada de www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov,www.chemspider.com

A pesar de su consumo a nivel mundial, no existen medidas reglamentarias o
legislaciones para la produccion y el consumo del diclofenaco (Lonappan et al.,
2016), causando preocupacion por ser un microcontaminante con efectos
adversos sobre el medio ambiente, afectando la vida de especies marinas. En
seguida se describirdn las vias de entrada del diclofenaco al medio ambiente
(figura 4). Se comienza por la produccion de este antinflamatorio en la industria
farmacéutica. Después de ser adquirido el diclofenaco es consumido. Al ser
excretado por el organismo una parte de este compuesto puede permanecer como
diclofenaco y el resto convertirse en metabolitos derivados del diclofenaco que
enseguida terminan en aguas residuales. Es importante mencionar que el
tratamiento convencional que utilizan las PTAR’s no elimina completamente este
microcontaminante, y dependiendo del método empleado es la eficiencia de
remocion la cudl varia del 30 a 75% (Vieno & Sillanpaa, 2014). Por tal razon se
convierte en un microcontaminante persistente. Finalmente el diclofenaco puede
terminar en aguas superficiales (Ternes, 2007). Las concentraciones de
diclofenaco en aguas superficiales son de ng/L y en aguas residuales se ha
detectado hasta pg/L (Schwarzenbach et al., 2006). La ocurrencia de este farmaco
en el ambiente afecta a la vida marina como es el caso del crustaceo (Daphnia
magna sp.) el cudl muere al ser expuesto a concentraciones de mg/L de
diclofenaco (Haap, Triebskorn, & Kéhler, 2008). En otro estudio realizado en el pez

medaka japones (Oryzias latipes) el diclofenaco en concentraciones de ng/L

13



http://www.chemspider.com/

puede afectar a este pez a nivel renal y gastrointestinal (Lee, Ji, Lim Kho, Kim, &
Choi, 2011) En el caso del pez cebra se observo el retraso de eclosion cuando los
embriones fueron expuestos a pg/L de diclofenaco (Letzel, Metzner, & Letzel,
2009). A pesar de existir evidencia de los efectos adversos del diclofenaco para la
vida acuatica, el estudio de este microcontaminante en el medio ambiente ha sido

poco investigado.

y

El diclofenaco para consumo
humano

El diclofenaco para consumo
veterinario

,,7-, By ‘( e\ b
El diclofenaco de la industria
farmacéutica

g

Excrecién del diclofenaco

y sus metabolitos Excrecion del diclofenaco

y sus metabolitos

Tratamiento convencional de aguas
residuales

El diclofenaco permanece después de que el agua
residual recibe tratamiento

Agua superficial Vida marina

Figura 4. Vias de entrada del diclofenaco al medio ambiente. Figura
modificada de Lonappan et al., (2016).
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1.3. ANTECEDENTES.

En el estado de Puebla, la PTAR de Izicar de Matamoros hace sus descargas en
el rio Nexapa. Un estudio sobre la calidad del agua del rio Nexapa demostro la
presencia de contaminantes como farmacos, productos para el cuidado personal
(galaxolide y tonalide), protectores solares (Parsol CMX y Sunchen UV15),
estimulantes (cafeina) y otros de uso frecuente en la industria
(metildihidrojasmonato) (Navarro A., Herrera J., 2006; Navarro A., 2006; Navarro
F. A. E., Montufar S E., Ramirez G. M., Téllez V. A., Rodriguez., 2005).

Por lo anterior, en la PTAR de lzucar de Matamoros, Puebla, se instalaron
sistemas de humedales hibridos combinando mesocosmos verticales y
horizontales como tratamiento terciario para depurar las aguas residuales. Los
humedales fueron construidos utilizando plantas macrofitas como Typha spp. y
Phragmites australis. El porcentaje de remocion de algunos microcontaminantes
como cafeina, galaxolide, naproxeno, alquilenosles y coprostanol en los
humedales fue de hasta 86%.(Morales, 2016).

A pesar de contar con antecedentes que demuestran la remocion de
microcontaminantes por medio de humedales artificiales, aun se desconocen en
detalle los mecanismos que causan tal efecto en los humedales. Los
microorganismos juegan un papel crucial en la degradacién de la materia organica
en el humedal (Weber & Legge, 2013), se presume que los microorganismos
cuentan con enzimas que podrian estar involucradas en la
transformacién/degradacién de microcontaminantes. Una enzima que es capaz de
degradar compuestos aromaticos e incluso compuestos xenobidticos, utilizada en
la depuracion de aguas residuales es la peroxidasa, que por su inespecificidad
puede degradar una amplia variedad de compuestos (Lundell, Méakela, & Hildén,
2010). Las peroxidasas que son oxidorreductasas, reducen el peréxido de
hidrogeno y oxidan una variedad de compuestos; contienen un grupo hemo,

protoporfirina 1X como grupo prostético (Hamid & Khalil-ur-Rehman, 2009). Las
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peroxidasas aplicadas en la biorremediacion han sido las de la clase Il que incluye
la versatil peroxidasa, lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa. Estas
peroxidasas son enzimas extracelulares secretadas por hongos descomponedores
de la lignina, son eficientes para oxidar compuestos aromaticos de alto potencial
redox (Sugawara et al., 2017).

Algunas otras peroxidasas como la superfamilia de decolorantes del tinte (DyP)
presentes mayoritariamente en bacterias, han sido capaces de oxidar colorantes
(a lo cual se debe su nombre) y compuestos aromaticos recalcitrantes (Bansal &
Kanwar, 2013). Otras peroxidasas son las peroxigenasas UPO, estas son enzimas
que catalizan reacciones de oxifuncionalizacion dependiendo del sustrato en
particular, y las condiciones de reaccion, pertenecientes a la familia hemo-tiolato
peroxidasa (Hofrichter, Ullrich, Pecyna, Liers, & Lundell, 2010), otra enzima
perteneciente a esta familia es la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumado cuya
capacidad de oxidar contaminantes emergentes ha sido comprobada (Leon, A,
2015).

Los estudios enfocados a la degradacion de compuestos como el diclofenaco son
pocos y la mayoria han sido reportados en hongos. Un estudio realizado sobre la
degradacion del diclofenaco por una versatil peroxidasa de Bjerkandera adusta
pudo degradar en 80% el diclofenaco presente en la muestra (2.5 m/L) en un lapso
de tiempo de 25 minutos (Eibes, Debernardi, Feijoo, Moreira, & Lema, 2011).
Phanerochaete sordida YK624 degradé el diclofenaco (0.1 mM) en 6 dias (Hata,
Kawai, Okamura, & Nishida, 2010), también se observo la degradacion del
diclofenaco (10 mg/L) por Trametes versicolor en tan solo 24 horas (Marco-Urrea,
Pérez-Trujillo, Cruz-Moraté, Caminal, & Vicent, 2010), en estos dos Uultimos
estudios se propone que esta involucrada la citocromo P450 monooxigenasa, una

enzima capaz de hidroxilar el diclofenaco.

En microorganismos se sabe que una enzima involucrada en la degradacion del
diclofenaco es la citocromo P450 monooxigenasa. Se han reportado trabajos
sobre la degradacion del diclofenaco mediante bacterias, como es el caso de un

consorcio microbiano aislado del suelo de un bosque, capaces de eliminar el
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diclofenaco a concentraciones de 0.1 y 1.0 g/L en menos de 10 dias, pero se
desconocen los mecanismos involucrados (Facey, Nebel, Kontny, Allgaier, &
Hauer, 2018). Existe otro estudio mas detallado sobre la degradacion del
diclofenaco y sus intermediarios, llevado a cabo por una sola bacteria (Labrys
portucalensis F11); aislada de un suelo contaminado, la cual fue capaz de
degradar el 70% del diclofenaco presente en el medio de cultivo a concentraciones
de 1.7-34 uM. El estudio de los intermediarios producidos durante la
biodegradacion del diclofenaco sugiere que la enzima citocromo P450
monooxigenasa es la encargada de realizar el primer paso de transformacion del
diclofenaco. A continuacion, se explica la formacién de los metabolitos resultado
de la degradacion del diclofenaco por Labrys potucalensis F11 (Figura 5). Se
detectaron 12 metabolitos intermediarios en la degradacion del diclofenaco. El
DCF 1 son especies de diclofenaco monohidroxilado; el DCF 3 es resultado de
pérdida de CO2, HCL y H20, aqui se puede observar la fragmentacion por
hidroxilacion del diclofenaco, sustituyendo al cloro (deshalogenacién). La
formacién de los isémeros hidroxilados, generalmente son catalizados por
monooxigenasas y dioxigenasas. Para la formacion del DCF 4 ocurre una
metilacion en el hidroxilo llevado a cabo, hipotéticamente, por una
metiltransferasa. Para el DCF 5 ocurre una descarboxilacion, este metabolito fue
detectado solamente en la alimentacion periddica con acetato durante el
cometabolismo y supuestamente es llevado a cabo por una descarboxilasa. Para
el DCF 6 hubo una formacién de un enlace doble, para la formacién del DCF 7 se
sugiere la adicion de dos oxigenos que se debe a una doble hidroxilacién del anillo
aromatico, para el DCF 8 se produce una descarboxilacion, después ocurre una
hidroxilacién por una monooxigenasa en los metabolitos 9 y 10. Finalmente, se
adiciona un grupo azufre al DCF 11 presuntamente por la enzima sulfatransferasa,
ocurriendo una reaccion de sulfacion en el DCF 12. La formacion de los
metabolitos 4 y 12 no ha sido reportada en otros estudios por lo que falta aun la
confirmacion de las estructuras (Moreira et al., 2018).
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Figura 5. Via de degradacion del diclofenaco por Labrys portucalensis F11.
Figura tomada de Moreira et al., (2018).
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2. JUSTIFICACACION.

El uso excesivo de antinflamatorios no esteroideos tales como el diclofenaco
naproxeno e ibuprofeno ha propiciado la aparicion de estos microcontaminantes
en el ambiente a concentraciones que podrian representar una amenaza seria
contra los seres vivos. El proceso convencional de tratamiento de aguas
residuales tiene wuna limitada capacidad para remover este tipo de
microcontaminantes, causando su aparicion en cuerpos de agua. El diclofenaco es
considerado un microcontaminante persistente presente en aguas residuales en
concentraciones del orden de microgramos que afecta a los ecosistemas marinos
y que incluso podria estar comprometiendo la salud publica por su incidencia en
aguas potables y subterraneas. Por lo anterior es necesario desarrollar
tecnologias que nos permitan eliminar microcontaminantes como el diclofenaco de
las aguas residuales o transformarlo en compuestos menos nocivos. El objetivo
del presente estudio fue aislar microorganismos capaces de crecer en presencia
de diclofenaco como Unica fuente de carbono para posteriormente investigar los
mecanismos de degradacién y/o transformacién que nos permitan desarrollar

conocimiento y tecnologia para depurar las aguas residuales.
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2.1 HIPOTESIS.

Existen microorganismos, presentes en los humedales artificiales, capaces de

transformar o degradar microcontaminantes como el diclofenaco.

2.2 OBJETIVO GENERAL.

Aislar de microorganismos capaces de degradar/transformar diclofenaco a partir

de suelo de humedales artificiales.

2.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

=

Aislar microorganismos capaces de crecer en presencia de diclofenaco,

como Unica fuente de carbono.

2. Determinar si los microorganismos aislados presentan actividad de

peroxidasa.

3. ldentificar molecularmente a los microorganismos aislados.

4. Realizar una busqueda in silico, en los genomas de los microorganismos

aislados, de enzimas con potencial para degradar el diclofenaco.
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2.3 MATERIALES Y METODOS.
2.3.1 Muestreo.

Se tomé una muestra del suelo de un humedal a una profundidad aproximada de
20 cm. El muestreo se realizo conforme a la Norma Oficial Mexicana NOMM-021-
RECNAT-2000. Las condiciones de transporte para las muestras de suelo fueron a

4°C, en recipientes de polietileno con tapa de cierre hermética.

2.3.2 Aislamiento de microorganismos.

Para el aislamiento de microorganismos provenientes del suelo de un humedal
vertical de la PTRA de lzacar de Matamoros, Puebla, se realizdé la siguiente
metodologia; en un tubo falcon se agregd 1 gramo de suelo del humedal vertical el
cual fue disuelto en 10 mL de agua estéril, y se le adicioné 0.5 mM de
antinflamatorio (diclofenaco soédico inyectable marca AMSA; naproxeno e
ibuprofeno, genéricos de farmacias del ahorro), al inicio del proyecto se comenzo6
a trabajar con estos tres antinflamatorios. Sin embargo; después el proyecto se
centr6 en el diclofenaco ya que es el antinflamatorio menos estudiado. Otro
procedimiento para el aislamiento se realizé sin enriquecer la muestra de suelo
con antinflamatorio. Por ello se pes6 1 gramo de suelo y se disolvido en 10 mL de
agua estéril. Como control negativo se agregd en un tubo falcon 10 mL de agua
estéril y el antinflamatorio. Los tubos con las muestras de suelo y el control
negativo se incubaron a 30°C por 24 h en agitacion a 150 rpm en un agitador
marca Labnet Orbit modelo 1900.

Una vez transcurridas las 24 h se procedio a realizar diluciones seriadas, para las
tres diferentes suspensiones (suelo+antinflamatorio+agua, suelo+agua vy

antinflamatorio+agua) de cada uno de los tres diferentes antinflamatorios. Las
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diluciones fueron 1/10, 1/00, 1/1,000, 1/10,000, 1/100,00 y 1/1,000,000 se tomé 20
uL de cada dilucion para platear en medio minimo M9 (Anexo 1) con el respectivo
antinflamatorio como unica fuente de carbono a una concentracién de 0.75 mM.

Se dejo incubar las placas a 30°C por 24 h.

A partir del crecimiento microbiano en placa de MM9-antinflamatorio se escogieron
colonias independientes y de diferente morfologia. Se procedié a realizar varias

resiembras en medio LB (anexo 2) hasta aislar.

2.3.3 Crecimiento de aislados en medio minimo M9-
agar con fuente de carbono naproxeno, ibuprofeno
o diclofenaco.

Para este ensayo primero se preparé un preinoculo de cada uno de los treinta y
cuatro aislados en LB-antinflamatorio (naproxeno, ibuprofeno o diclofenaco,
dependiendo del antinflamatorio del cual fuera proveniente el aislado), después se
inoculo cada uno de los treinta y cuatro aislados en un volumen de 250 uL de LB-
antinflamatorio en una placa ELISA durante 24 h a 30°C a 150 rpm. Pasadas las
24 h se procedi6 a realizar el método de sellado masivo que consistié en estampar
microgotas con ayuda de un replicador metélico en placas de medio sélido M9-
antiflamatorio. Las placas fueron incubadas a 30°C por 24 h. (Corral, Lugo et al.,
2012).

2.3.4 Determinacion de actividad peroxidasas de
forma cualitativa en agar.

Para este ensayo se utilizé medio minimo M9-agar (anexo 2), adicionandole los
siguientes componentes con sus respectivas concentraciones finales: guaiacol 10

mM, diclofenaco (DCF) 0.75 mM, peréxido de hidrogeno 1 mM. Para este ensayo
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se realiz6 un preindculo de cada una de los treinta y cuatro aislados en un
volumen de 250 pL con LB-antinflamatorio en una microplaca durante 24 h a 30°C
a 150 rpm. Después se procedio a realizar el método de sellado masivo de los
treinta y cuatro aislados en MM9-agar con guaiacol para observar cual aislado
tenia actividad positiva a peroxidasa. Finalmente, las placas se incubaron a 30°C y

se monitorearon por 5 dias.

2.3.5 Conteo de UFC en placa a partir de cultivos
en medio liquido M9.

Para estos experimentos se realizd un preindéculo en un tubo falcon con 10 mL de
LB-diclofenaco (0.75 mM) que se incub6 a 30°C por 24 h en agitacion.
Subsecuentemente se centrifugd a 5000 rpm por 10 min y después se realizd un
lavado con agua inyectable estéril (marca PiSA), esto se repitio dos veces. Una
vez realizados los lavados se ajustd a una densidad optica (D.O) de 0.1 en un
matraz de 250 mL con MM9-diclofenaco (0.75 mM) con 50 mL de medio liquido y
se dej6 incubando a 37 °C en agitacion en un agitador orbital Thermo Scientific
modelo MaxQ 4000. Una vez inoculado el matraz se midié la D.O a las 0 h,10 h,
24 h,48 hy 72 h, a la par que se realizé el conteo de colonias para determinar las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) (Mufioz, Rojas et al., 2016). Para esto
primero se realizaron diluciones seriadas 1/10 hasta 1/1,000,000 después se
tomaron 20 pL de cada dilucion y se plated en el medio sélido, se dejé incubar las
placas durante 24 h a 37°C, después se procedié a calcular las UFC (Figura 6).
Los controles fueron en medio M9-SC (sin fuente de carbono) con cada una de los
aislados. Estos experimentos se realizaron por triplicado para las diez cepas que
presentaron actividad peroxidasa y se determino la desviacion estandar.

La misma metodologia se aplic6 para los ensayos realizados con diclofenaco
sbédico grado reactivo marca Sigma Aldrich el cual se disolvi6 en metanol. Se

realizd un cultivo control con medio minimo M9-metanol para descartar que las
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bacterias estuvieran utilizando el metanol como fuente de carbono. Estos ensayos
con diclofenaco grado reactivo y sus controles se realizaron por duplicado excepto

el de metanol que fue ensayo unico.

UFC/ml = NCxFDX50

Figura 6. Ecuacion para determinar el niumero de UFC/mL.
Donde, NC= numero de colonias, FD= Factor de dilucién, 50= nimero para convertir a mL (se
agrega una gota de 20 pL).

2.3.6. Analisis en HPLC.

Para monitorear si el diclofenaco era degradado, se realiz6 un andlisis de
cromatografia liquida de alta presion en un cromatégrafo marca Perkin Elmer
Serie 200 equipado con detector UV-Vis modelo 785A sistema de interfase
Network Chromatography NC1900. Para ello se inyect6 20 pL de las muestras del
sobrenadante de cada uno de los cultivos. Cada una de las muestras fue diluida
en 1:100, antes de ser inyectadas al cromatégrafo. La fase mévil fue 50% H20 y
50% acetonitrilo con una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. La longitud de onda
para detectar el diclofenaco fue de 276 nm.

2.3.7. Barrido de absorbancia para determinar
cambios en la estructura de la molécula del
diclofenaco.

Para realizar el barrido de absorbancia de las muestras se tomo de estas 300 pL y
se diluyeron con 700 pL de medio minimo M9 sin fuente de carbono utilizando una

celda de cuarzo de 1 mL. Se procedié a realizar la lectura en un rango de 200 a
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600 nm en un espectrofotometro UV-Vis marca Varian modelo Cary 50 de haz

simple equipado con el software Cary Winuv.

2.3.8 Identificacion de los microorganismos.

2.3.8.1 Tincion de Gram.

Para comenzar con la identificacion de los microorganismos, lo primero que se
realizo fue la tincion de Gram (Gram Equipo de colorantes, Hycel). Y se realiz6 lo
siguiente. Se prepar6 un frotis en un portaobjetos que después fue fijado con calor
por la flama de un mechero, después se cubri6 con el colorante violeta de
genciana, se esperd un minuto. Se escurrid el colorante violeta de genciana y
después se cubrié con solucién yodo de Gram, se esper6 un minuto. Luego, se
lavd con alcohol cetona hasta su decoloracion y dejo secar los restos de alcohol.
Después, se cubrié el frotis con colorante safranina y se esperé un minuto.
Finalmente, se lavé repetidas veces con agua corriente hasta eliminar el colorante,
se secld; y se observdé al microscopio. Para observar las muestras en el
microscopio O6ptico marca Motic modelo BA-200, se utiliz6 el objetivo 100x

agregando aceite de inmersion entre el objetivo y el preparado.

2.3.9 Produccidén de pioverdina.

Para producir el pigmento pioverdina los aislados se crecieron en agar centramida
(Anexo 3). Los aislados fueron sembrados e incubados a 30°C por 48 h y luego
fueron expuestos a luz UV en un transiluminador, Marca Spectroline modelo TR-
365R.
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2.3.10. Crecimiento en citrato y benzoato como
unica fuente de carbono.

Para saber si estas cepas utilizan el citrato y el benzoato como Unica fuente de
carbono se preparé medio minimo M9-citrato, M9-benzoato con 10 mM de citrato o
benzoato, adicionandole cloranfenicol (100ug/L). Se agreg6 20 pL de preinéculo
liqguido LB-DCF (0.75 mM) de cada uno de los diez aislados, en la placa de agar
sélido previamente preparada, posteriormente se dejo incubar a 30°C por 24 h.

2.3.11 PCR del gen 16s ADNTr.

Para la identificacion molecular de los microorganismos primero se realizo la
extraccion de ADN genomico (Bacteria DNA preparation kit, Jena Bioscience).
Preparacion para bacterias Gram negativas.
A. Lisis celular. Se realizé un cultivo “overnight” en LB-DCF (0.75 mM) el cual
se incubd a 30°C en agitacién. Se tom6 500 uL de cultivo y se centrifugé a
10,000 g por 1 minuto y se descart6 el sobrenadante. Después, se mezclo
vigorosamente por 30-60 s. Y se agregd 8 uL de proteinasa K mezclandose
por pipeteo luego se incub6 a 60°C por 10 min y se dejé enfriar por 5 min.
Después se agreg6 300 pL de buffer de unién y se mezcldé suavemente. Se
colocé el tubo en hielo por 5 min y se centrifug6 por 5 min a 10,000 g.
A. Activaciéon de columna. Se pasoé la columna a un tubo de coleccién de
2 mL y se agreg6 100 pyL de buffer de activaciéon en la columna, se
centrifug6 a 10,000 g por 30 s y se descarto6 el sobrenadante.
B. Carga de columna. Se pas6 la columna en un tubo de coleccion de 2
mL. Y se transfirié el lisado a la columna y se centrifugd a 10,000 g por

30 s. Se descart6 el sobrenadante.
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D. Lavado primario. Se agreg6 500 uL de buffer de lavado en el centro de

la columna y se centrifugd por 30 s a 10,000 g. Se descarto el

sobrenadante

C. Lavado secundario. Se agregé 500 pL de buffer de lavado in la

columna, se centrifugd por 30 s a 10,000 g y se descarté el

sobrenadante a continuacion se centrifugé nuevamente a 10,000 g por 1

min para remover el buffer de lavado residual y se descarto el tubo de 2

mL y se colocd la columna en un tubo de elucién

D. Elucién de ADN. Se agreg6 40 pL de agua en el centro de la columna y

se incubd a temperatura ambiente por 1 min. Por ultimo, se centrifug6 a

10,000 g por 2 min y el permeado se almacené a -20°C

El ADN se cuantific6 en un NanoDrop modelo 2000 de Thermo Scientific y se

observo la integridad del ADN en un gel de agarosa al 1%. El gel se corrié a 100

volts por 40 min. Una vez cuantificado el ADN genomico se realizaron dos

reacciones de PCR del gen 16s ADNr con un volumen de 20 pL (Tabla 4) por

aislado utilizando el reactivo master mix (GoTaq, Green,2x, Promega). Para la

PCR se utilizaron los oligonucle6tidos universales, 27f y 1391r (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo para la amplificacion del

gen 16s ADNr.

8f (Forward)

5 TAG AGT TTG ATC CTG
GCT CAG 3

(Turner, Pryer,
Miao, & Palmer,
1999).

1391r (Reverse)

5CAG GGG CGG TGT GTA
CAYZ

Modificado de
Walker & Pace,
(2007).

27




Tabla 3. Condiciones de PCR para amplificar el gen del 16s ADNTr.

Desnaturalizacion 95°C-3 min
95°C-30 s

Alineamiento 52°C-45s

Extension 72°C-1.40 min 30x
72°C-5 min
12°C-a

Tabla 4. Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacion del gen 16s ADNr.

Componente Cantidad (uL)
Master mix 10
Oligonucleétido forward 1
Oligonucledétido reverse 1

ADN 1 (=75 nQg)
Agua libre de nucleasas 7

Volumen total 20

Arriba se presentan las condiciones que se utilizaron para la PCR (Tabla 3),
después de realizar la PCR se corrié un gel de agarosa al 1% a 100 volts por 40
min. El producto PCR fue de aproximadamente 1400 pb (Figura 7). Posteriormente
realizo la purificacion del producto de PCR (Zymoclean DNA recovery Kit). Para
esto primero se cort6 el fragmento de gel de agarosa y se transfirio el trozo de
agarosa a un microtubo de 1.5 mL, después se agregd 3 volumenes de ADB por
cada volumen de agarosa. Luego se incubd a 55°C por 10 minutos hasta que la
agarosa este completamente disuelta. Después se transfirid la solucion de
agarosa derretida a una columna de Zymo Spin en un tubo de coleccion. Se
centrifugd por 60 s a 10,000 g y se descartd el sobrenadante. Luego, se agrego
200 pyL de Buffer de lavado a la columna y centrifugé por 30 s, se descart6 el

sobrenadante y se repiti0 el paso. Finalmente se agregé 15 pL de agua
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directamente a la matriz de la columna. La columna se transfiri® a un microtubo de

1.5 mL y centrifugd por 60 s para eluir el ADN.

68  13p 433 576 82 QIO 11[7 1243 1435

- o B v -
<=m

Figura 7. Regiones variables y oligonucleétidos del gen 16s ADNr utilizados
en este proyecto. V1-V9 son regiones hipervariables en el gen 16s ADNr, los
oligonucledtidos utilizados fueron 8f y 1391r mostrados en flechas azules. Figura
modificada de https://help.ezbiocloud.net/16s-rrna-and-16s-rrna-gene/.

Se midié la concentracion y la pureza del purificado en un NanoDrop. Los
purificados del gen del 16s ADNr se mandaron a secuenciar al Laboratorio de
Servicios Gendmicos Langebio-Cinvestav, Irapuato, Gto. Las secuencias se
analizaron con el programa BioEdit; y se alinearon con el programa Clustal

Omega.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Muestreo del humedal.

Se tomaron muestras de suelo de un humedal vertical (Figura 8) localizado en la
PTAR de lzdcar de Matamoros Puebla, una vez tomadas las muestras, estas

fueron transportadas y almacenadas en refrigeracion hasta su uso.

Figura 8. Humedal vertical, ubicado en la PTAR de IzUcar de

Matamoros, Puebla.

3.1.2. Aislamiento de microrganismos.

Para el aislamiento que se observa en la placa de la Figura 9b, se platearon
diluciones de una suspension constituida de un gramo de suelo en 10 mL de agua
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estéril la cual se incubo por 24 h a 30°C previo a realizar las diluciones seriadas.
De igual forma se hizo el aislamiento en placa de la Figura 9c, pero en este caso
la suspension de suelo se suplemento con 0.5 mM de diclofenaco (DCF) grado
medicamento inyectable. Para descartar que el diclofenaco per se, tuviera
microorganismos, se incluy6 un control negativo que consistiéo en una suspension
0.5 mM de diclofenaco la cual también se incubd por 24 h a 30°C previo a las
diluciones seriadas (Figura 9a). Las diluciones se platearon en medio minimo M9
donde la Unica fuente de carbono fue el diclofenaco (0.5 mM). Como se muestra
en la figura 9, el diclofenaco comercial grado inyectable no contiene ninguna

a) DCF +H,0.

c)DCF + H,0 + suelol"-.;‘ \

\ -
N @
: ;

g

Figura 9. Diluciones seriadas en medio minimo M9 para el aislamiento de
microorganismos capaces de crecer con 0.5 mM de diclofenaco. a) Control
negativo constituido de diclofenaco y agua, no se obtuvo crecimiento por lo tanto el
material se encontraba estéril. b) Suelo de humedal con agua, el crecimiento se
observa hasta la dilucién 1/100,000 se obtuvieron 2.5x108 UFC/gr c) Suelo de humedal
suplementado con 0.5mM de diclofenaco, se obtuvo crecimiento hasta la dilucién
1/1000,000 con 1.5x10° de UFC/gr.

bacteria capaz de crecer en medio minimo con diclofenaco como Unica fuente de
carbono. Aparentemente la incubacion del suelo con diclofenaco aumenté el
namero de bacterias ya que se observé crecimiento a una dilucion mayor (Figura
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9c). Este mismo procedimiento de aislamiento se realiz6 para ibuprofeno vy
naproxeno, con resultados similares al crecimiento mostrado en las placas con
diclofenaco. Una vez crecidas las colonias de las diluciones 1/10, 000 y
1/1,000,000 de los diferentes antinflamatorios, se tomaron colonias con diferentes

morfologias y se realizaron varias rondas de resiembras por estria hasta el
completo aislamiento de colonias con morfologias Unicas.

A continuacion, en la Figura 10, se muestran los aislados obtenidos a partir del
medio minimo M9 con antinflamatorio como fuente de carbono. El ndmero de
aislados obtenidos con el antinflamatorio naproxeno fueron quince, con ibuprofeno
fueron siete y con diclofenaco fueron doce. Los cuales fueron nombrados de la

siguiente manera ver Tabla 5.

Tabla 5. Lista de cepas aisladas.

Naproxeno (15 aislados) HV1N, HV2N, HV3N, HV5N,
HV5N, HN6N, HV7N, HV8N,
HVON, HV10N, HV11N,
HV12N, HV13N, HV14N,
HV15N.

Diclofenaco (12 aislados) HV1D, HV2D, HV3D, HV4D,
HV5D, HV6D, HV7D, HV8D,
HV9D, HV10D, HV11D,
HV12D.

Ibuprofeno (7 aislados) HV1B, HV2B, HV3B, HV4B,
HV5B, HV6B, HV7B

Por ejemplo. HVIN

HV= humedal vertical, 1= nimero de aislado, N, B, D=
naproxeno, ibuprofeno o diclofenaco respectivamente
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Naproxeno

Diclofenaco

Figura 10. Aislados bacterianos crecidos en la presencia
de 0.5 mM de naproxeno, ibuprofeno o diclofenaco.

3.1.3. Crecimiento de los aislados en medio minimo
M9-agar con fuente de carbono naproxeno,
ibuprofeno o diclofenaco.

Los 34 aislados fueron capaces de crecer en los tres diferentes antinflamatorios
sin importar la procedencia del medio minimo M9-antinflamatorio del que fueron
aislados (Figura 11). Cada circulo representa el crecimiento de cada uno de los
diferentes aislados. Ademas, como control negativo se crecieron los treinta y
cuatro aislados en medio minimo M9 sin fuente de carbono (SC), esperando que
ningun aislado creciera ya que dicho medio no contenia fuente de carbono; sin
embargo, si hubo crecimiento. El crecimiento de estos aislados en el control

negativo puede sugerir dos cosas: 1) El agar contenia otros compuestos organicos
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que pudieron favorecer el crecimiento de los microorganismos. 2) Los aislados

bacterianos tienen la capacidad de usar el agar como fuente de carbono. Esta

segunda opcién es muy poco probable ya que se sabe que las bacterias

agaroliticas son capaces de producir un crater indicando el consumo de agar

(Poduval & Ghadi, 2017) y en nuestras placas no se observo dicho fenémeno.

Considerando que el agua destilada pudiera contener residuos de contaminantes

capaces de proveer la fuente de carbono para el crecimiento de microorganismos,

se utilizo agua grado inyectable (PisA) para formular el medio sélido (agar-agua),

| MM9-naproxeno | MM9-ibuprofeno

MMS-diclofenaco

MMS-SC

Figura 11. Crecimiento de los aislados en medio minimo M9 con naproxeno,

ibuprofeno o diclofenaco como fuente de carbono.
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pero aun asi los aislados bacterianos fueron capaces de crecer. Este resultado
nos hizo cuestionar si el crecimiento observado de las figuras 10 y 11 se debi6 a
los posibles nutrientes del agar o a los antinflamatorios.

Para contestar este cuestionamiento se realizaron cultivos liquidos en medio
minimo M9 con diclofenaco como fuente de carbono y se determiné el crecimiento

mediante el conteo de colonias bacterianas.

3.2 Crecimiento bacteriano en medio minimo
liquido M9 con diclofenaco como fuente de
carbono.

Se evalué el crecimiento de los aislados en medio liquido con diclofenaco
comercial inyectable como fuente de carbono (MM9-DCF) con su respectivo
control negativo, el cual consisti6 en un cultivo inoculado con su respectiva
bacteria cuyo medio no contenia ninguna fuente de carbono (MM9-SC). De los
treinta y cuatro aislados se seleccionaron diez cepas que presentaron actividad
peroxidasa (descrito més adelante en la tabla 6 de la seccion 3.3) para realizar los
cultivos en medio liquido, cuyas curvas se presentan a continuacién en las figuras
12 ala 21.

El crecimiento del cultivo del aislado HV1N se muestra en la Figura 12. En el panel
“a” se grafico el logaritmo de las UFC/mL contra el tiempo. Se muestra el
crecimiento del cultivo control sin fuente de carbono (MM9-SC) y del cultivo con
0.75 mM de diclofenaco grado inyectable. El nimero de bacterias en el cultivo sin
fuente de carbono increment6 en un orden de magnitud en 72 h, mientras que en
presencia de diclofenaco el numero de bacterias aumentd casi dos ordenes de
magnitud. El aumento del numero de bacterias en el cultivo sin diclofenaco fue
inesperado y se observo en la mayoria de los cultivos de los aislados. En el panel
“b” de la Figura 12 se muestra el aumento de la turbidez como indicativo de

crecimiento medido en densidad Optica. Para el cultivo sin fuente de carbono el
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aumento de la densidad optica fue nulo, pero significativo para los cultivos con

diclofenaco.

Observando el incremento (el final menos el inicial) en log de UFC/mL el mayor
fue para HV5N con 2.23 (Figura 16), HV12D con 2.26 (Figura 19) y HV10N (Figura
21) con 2.05 y el resto de las cepas fueron capaces de incrementar en al menos
1.5 el log de las UFC/mL. Respecto a la turbidez, las cepas que alcanzaron mayor
densidad Optica a 600 nm en sus cultivos fueron las siguientes, HV10N con 2.59,
la HV9D con 2.0 y la HV12D con 1.94.

Los resultados nos muestran que la densidad 6ptica solo nos da un indicio del
crecimiento sin embargo no es un método tan confiable como el conteo de UFC

para determinar crecimiento.
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Figura 12. Crecimiento del aislado HV1IN en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 13. Crecimiento del aislado HV2N en medio minimo M9 liquido con

diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 14. Crecimiento del aislado HV3N en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad 6ptica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 15. Crecimiento del aislado HV4N en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 16. Crecimiento del aislado HV5N en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad 6ptica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 17. Crecimiento del aislado HV6N en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 18. Crecimiento del aislado HV9N en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad 6ptica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 19. Crecimiento del aislado HV10N en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 20. Crecimiento del aislado HV9D en medio minimo M9 liquido con

diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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Figura 21. Crecimiento del aislado HV12D en medio minimo M9 liquido con
diclofenaco 0.75 mM o sin diclofenaco. a) Conteo de UFC/ mL hasta las 72 h de
cultivo. b) Densidad Optica alcanzada hasta las 72 h de cultivo.
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El aumento en el nUmero de bacterias observado en las curvas de crecimiento
sugiere que las bacterias aisladas podrian estar metabolizando el diclofenaco
utilizadndolo como fuente de carbono. Si esto fuera asi, entonces la concentracion
de diclofenaco en el medio de cultivo deberia disminuir con el transcurso de la
fermentacion. Para comprobar lo anterior, se analizO0 la concentracion de
diclofenaco alas 0 h, 10 h, 24 h, 48 h'y 72 h de cultivo mediante HPLC.
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Figura 22. Cromatogramas del sobrenadante del cultivo del

aislado HVIN en medio minimo M9 con diclofenaco a) 0 h, b)10 h,
c) 24 h, d) 48 h'y e) 72 h. El pico con tiempo de retencién 3.41-3.52 min
corresponde al diclofenaco.
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Se selecciono el aislado HV1N para el analisis de metabolitos mediante HPLC
(Figura 22). En los cromatogramas de la Figura 22 se observa un pico con tiempo
de retenciéon de 3.41-3.52 min que corresponde al diclofenaco. Los resultados del
andlisis en HPLC indican que la concentracion de diclofenaco al inicio y final del
cultivo son practicamente iguales lo cual sugiere que no se esta degradando y
posiblemente el aumento en UFC observado en las Figuras 12 a la 21 se debe a
que el excipiente del diclofenaco inyectable contiene alcohol bencilico y
propilenglicol que podrian ser usados como fuente de carbono (Basu, Dixit, &
Phale, 2003).

Para determinar si los componentes del excipiente del diclofenaco inyectable (e. g.
alcohol bencilico y propilenglicol) estaban contribuyendo al aumento del nimero
de bacterias en los cultivos en medio liquido, se decidio realizar triplicados de un
cultivo en medio minimo del aislado HV1IN y HV9D usado a 0.75 mM diclofenaco
grado reactivo (Sigma CAS:15307-79-6). Los resultados del aislado HV1IN se

muestran en la Figura 23.

a HV1N (DCF grado reactivo) ] HV1N (DCF grado reactivo)
8.50 - 0.30 -
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Oh 10h 24h 48h 72h Oh 10h 24h 48h 72h
Incremento en log UFC/mL Tiempo Tiempo
MMS SC 105 e VIM9-SC === MM9-DCF
e Vo MM9-SC MM9-DCF

Figura 23. Conteo de UFC/mL del cultivo en medio liquido M9 del aislado HV1N con
diclofenaco grado reactivo como uUnica fuente de carbono. a) Conteo de UFC hasta las
72 h de cultivo. b) Densidad Optica del cultivo hasta las 72 h.
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El nimero de UFC/mL en el cultivo del aislado HV1IN con diclofenaco grado
reactivo (Figura 23) no aument6 tanto como lo hizo con el diclofenaco inyectable
(Figura 12), lo cual sugiere que el diclofenaco inyectable contiene algun
componente que promueve un mayor crecimiento. Algo inesperado fue que el
numero de UFC/mL en el cultivo control (cultivo sin fuente de carbono de la Figura
23), al igual que el cultivo control de la figura 12, aumento las UFC/mL en un orden
de magnitud en 72 h de cultivo. Posiblemente el agua destilada que se uso6
contenia materia orgénica suficiente para causar dicho efecto, y habria que

realizar otros experimentos para explicar o observado.
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Figura 24. Conteo de UFC/mL del cultivo en medio liquido M9 del aislado HV9D
con diclofenaco grado reactivo como Unica fuente de carbono. a) Conteo de UFC
hasta las 72 h de cultivo. b) Densidad Optica del cultivo hasta las 72 h.

También se realiz6 un cultivo con el aislado HV9D (Figura 24) utilizando
diclofenaco grado reactivo en medio liquido (MM9-DCF). En este caso tanto el
cultivo con diclofenaco como control negativo (cultivo sin fuente de carbono)
incrementaron en un poco mas de un orden de magnitud UFC/mL. En este caso el
tener una fuente de carbono (diclofenaco grado reactivo) no produjo ninguna

ventaja en crecimiento ya que tanto en el control negativo (sin fuente de carbono)
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como en el cultivo con diclofenaco crecieron igual. Para el cultivo aislado HV9D se
incluyé un segundo control negativo utilizando metanol (MM9-met) a la misma
concentracion usada para disolver el diclofenaco en el cultivo MM9-DCF (Figura
24). Con metanol las UFC/mL aumentan las primeras 24 h, pero luego disminuyen
hacia el final del cultivo. La densidad 6ptica para los tres cultivos no aumento mas
de 0.1 unidades en 72 h; a diferencia de los cultivos con diclofenaco inyectable

gue alcanzaban 1.4 unidades de densidad Optica.

El minimo crecimiento de los aislados en medio liquido con diclofenaco grado
reactivo (Figuras 23 y 24) y los resultados de HPLC sugerian la no utilizacion del
diclofenaco como fuente de carbono, pero pensamos que tal vez era posible que
las bacterias tuviesen la capacidad de modificar la molécula del diclofenaco en
una molécula menos téxica para ellas. Asi que se decidié realizar un barrido de
absorbancia para generar un especto de absorcion UV-Vis de la molécula del
diclofenaco grado reactivo a los distintos tiempos de cultivo (Figura 25a). Los
espectros de absorcién cambian con el tiempo, sugiriendo una transformacién de
la molécula del diclofenaco. Como era esperado por lo reportado en la literatura, la
maxima absorbancia se observo a los 276 nm (Figura 25a). La absorbancia a 276
nm de las muestras de sobrenadante del cultivo disminuye con el tiempo (Figura
25b) sugiriendo que el diclofenaco esta siendo degradado. Dicha disminucién en la
absorbancia no se debe a efectos de degradacion por la incubacién o temperatura
ya que el control (diclofenaco en medio liquido incubado a 37°C por 72 horas) no

presentd ningln cambio en la absorbancia a 276 nm (linea azul Figura 25b).

Otros microorganismos como Klebsiella sp. KSC y Enterobacter hormaechei D15
pueden degradar el diclofenaco en un lapso de 72 h y 48 h, con concentraciones
de 0.23 y 0.33 mM, respectivamente (Aissaoui, Ouled-Haddar, Sifour, Harrouche,
& Sghaler, 2017; Stylianou, Hapeshi, Vasquez, Fatta-kassinos, & Vyrides, 2018).

En el caso del aislado HV9D parece haber degradacion a las 24 h y 48 h, pero la
absorbancia tiende a subir a las 72 h (Figura 26) tal vez esto sea porque el aislado

esta produciendo algiin compuesto que este absorbiendo a esta longitud de onda.
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Figura 25. a) Barrido de absorbancia de los sobrenadantes del cultivo HV1IN
conteniendo 0.75 mM de diclofenaco b) Medicion de absorbancia a 276 nm de
los sobrenadantes del cultivo del aislado HV1N y control a distintos tiempos de

incubacion.
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Figura 26. a) Barrido de absorbancia del sobrenadante del cultivo HV9D
conteniendo 0.75 mM de diclofenaco. b) Medicion de absorbancia a 276
nm de los sobrenadantes del cultivo del aislado HV9D y control a distintos
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3.3. Determinacion de actividad peroxidasas de
forma cualitativa en agar.

Ya que se contaba con treinta y cuatro aislados capaces de crecer en presencia
de 0.75 mM de diclofenaco, naproxeno o ibuprofeno en medio minimo M9, y
algunos de ellos tenian el potencial de modificar la estructura de la molécula del
diclofenaco, se decidio evaluar si alguno de ellos tenia actividad peroxidasa en
presencia de cada analgésico. Para este ensayo de peroxidasas en placa de Petri
(Tabla 6) se trabaj6 con medio minimo M9 con 0.75 mM de diclofenaco,
naproxeno o ibuprofeno.

Si los aislados tenian actividad peroxidasa lo esperado era encontrar colonias que
viraran a un color marrén que es el color producido por la reaccién del sustrato
guaiacol con peroxido, en este ensayo se pudo observar diez aislados sobre la
placa que viraron de color, a un color marron en presencia de diclofenaco. Algunos
otros autores han utilizado medio minimo adicionandole solamente el sustrato
guaiacol o alcohol veratrilico, para encontrar bacterias capaces de producir
peroxidasas (Falade, Eyisi, Mabinya, Nwodo, & Okoh, 2017). Los diez aislados
que dieron positivo a peroxidasas fueron seleccionados para la identificacion
molecular del género. Cabe mencionar que este experimento de actividad
peroxidasa se realizO s6lo una vez y seria conveniente realizar experimentos
confirmatorios.

Tabla 6. Ensayo de actividad peroxidasa en agar con antinflamatorios
(Ibuprofeno, naproxeno o diclofenaco)

Composicion del Primer dia Quinto dia
medio sélido.

MM9+ Guaiacol "
(10 Mm) + G ¥ :
Ibuprofeno
(0.75mM)

12345
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MM9+Guaiacol
(10 Mm) +
Ibuprofeno
(0.75mM) +
Peréxido de

hidrogeno (1mM)

MM9+Guaiacol
(10 Mm) +
Naproxeno
(0.75mM)

MM9+Guaiacol
(10 Mm) +
Naproxeno
(0.75mM) +
perdxido de

hidrogeno (1mM)
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MM9+Guaiacol
(10 Mm) +
Diclofenaco
(0.75mM).

MM9+Guaiacol
(10 Mm) +
Diclofenaco
(0.75mM) +
(1ImM) + perdxido
de hidrogeno
(1mMm)

HV9D

HV12D

3.4 Identificacion molecular.

Para identificar el género de los diez aislados que dieron positivo a la prueba de

peroxidasa, se realizé un cultivo de cada una de ellas en medio LB-DCF para

obtener el ADN (Figura 27). Utilizando los oligos universales descritos en la

seccion de materiales y métodos se amplificé el gen 16s ADNr de cada uno de los

aislados. Se amplifico un fragmento aproximado a las 1400 pb (Figura 28) y se

mandd a secuenciar. Solo ocho secuencias de las diez, tuvieron calidad suficiente

para continuar con el estudio. Se realizé un alineamiento del ADNr del 16s de cada

una de las ocho secuencias contra la secuencia de Pseudomonas putida KT2440

(Figura 29).

HVIN
HV2N
HV3N

HVAN
HV5N

HV6N
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Figura 27. Electroforesis del ADN extraido de cada uno de los diferentes

aislados. Carril 1: aislado HV1N, carril 2: aislado HV2N, carril 3: aislado HV4N, carril 5:
aislado HV5N, carril 6 y 7: marcador de peso molecular de 1 kb plus, carril 8: aislado HVEN,
carril 9: aislado HV9N, carril 10: aislado HV10N, carril 11: aislado HV9D y carril 12: aislado
HV12D

El alineamiento en Clustal Omega de las secuencias del gen 16s ADNr de los
aislados HV10N, HV9D y HV4N resulté con un alto porcentaje de identidad con
Pseudomonas putida KT2440, 99.92%, para HV6N, HVIN y HV12D es de un
99.85%, para HV5N es de 99.84%, para la HV2N es de 99.61%, demostrando que

los aislados pertenecen al género Pseudomonas.
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Figura 28. Electroforesis de los productos de PCR del gen 16 ADNr de los
diferentes aislados. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb plus, carril 2: control
negativo (sin ADN), carril 3: aislado HV1N, carril 4: aislado HV2N, carril 5: aislado HV3N,
carril 6;: aislado HV4N, carril 7: aislado HV5N, carril 8: aislado HV6N, carril 9: aislado HV9N,
carril 10: aislado HV10N, carril 11, aislado HV9D, carril 12: aislado HV12D, carril 13: vacio,
carril 14: control positivo (Pseudomonas putida KT2440).

Este resultado es congruente a lo que se ha reportado previamente, ya que se
sabe que el género Pseudomonas alberga microorganismos cosmopolitas
capaces de tolerar diversas condiciones fisicas, pudiendo vivir en diferentes
nichos como como en agua, suelo y en tejidos vegetales (Stanier, Palleroni,
Doudoroff, Dooren, & Jong, 1966). Ademas en un trabajo relacionado con la
diversidad microbiana de suelo de un humedal artificial, se sefiala que el género
Pseudomonas es uno de los mas predominantes en ese habitat (Bai, Liang, Liu,
Hu, & Qu, 2014).

°n %
NC7002947.4: ATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACG 60 100
HVION s GTCGAGCGGATGACG 15 99.92
HVID e GTCGAGCGGATGACG 15 99.92
HVAN = s GTCGAGCGGATGACG 15 99.92
HVEN = s GTCGAGCGGATGACG 15 99.85
HVIN s GTCGAGCGGATGACG 15 99.85
FHV12D = s mm e m e GTCGAGCGGATGACG 15 99.85
HVSN e GTCGAGCGGATGACG 15 99.84
HV2N s GTCGAGCGGATGACG 15 99.61

Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kk ok ok ok ok

NC7002947.4: GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 120
HV10N GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 75
HVI9D GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 75
HV4N GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 75
HVON GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 75
HVIN GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 75
FHV12D GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA 75
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NC_002947.4:

GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA
GGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak kA Ak kA kA Ak kA kA Ak Ak k ok ok, k%

GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG
GTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAG

ER R R R R R

GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
GGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGT

B R R R R R R R R R I e e S I S S

AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA

KA A A A A A A A A A A A A A A A kA A A A Ak kA kA Ak Ak kkkkkkkkkkkkkhkkkkkkk ok ok ok ok k%%

CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGA

R R R R R R R R R R R S S S S S

AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAA
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GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGAGAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
GTTGGGAGG-AAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAG
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CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
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CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CGCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
CACCGGCTAGGTCGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
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TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTC
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AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
AACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTC
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CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
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GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
GGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
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TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA
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GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAACACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
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GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
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TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGC-GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
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CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGA-GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CTTACCAGGCCTTGACATGCAGAG-AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
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CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
CTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
TTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
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GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGA
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CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
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CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGC
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TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
TAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCG
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GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
GAATCGCTAGTAATCGCGAATCA- == === === === === ———————————m oo
GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAG- === === === === === === ————————m o=
GAATCGCTAGTAATCGCG -~ == === === === === ——————mmm oo
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ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGGG
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Figura 29. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas del gen 16s
ADNr de las cepas aisladas de un humedal vertical. Se utilizé6 como referencia
para el alineamiento la secuencia del 16s ADNr de Pseudomonas putida KT2440
(NC_002947.4). El simbolo * significa que en esa posicion el nucledtido es idéntico
en todas las secuencias. La columna con el simbolo °n indica el numero de
nucledtido de la secuencia de cada gen correspondiente. La columna con el
simbolo % Id y nimeros en negrita indica el porcentaje de identidad que tienen las
secuencias de las cepas aisladas del humedal vertical con respecto a la secuencia
del gen 16s ADNr de Pseudomonas putida KT2440.
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3.5 Identificacion morfolégica.

Para observar la morfologia macroscopica de los diez aislados positivos a
peroxidasas, se sembraron en medio LB-diclofenaco (0.75 mM), las colonias de
estas cepas crecen de forma convexa, son amarillentas, con bordes irregulares,

brillantes y mucoides en este medio (Figura 30).

Figura 30. Morfologia macroscépica de las diez cepas utilizadas en este
trabajo. A) HVIN, B) HV2N, C) HV3N, D) HV4N, E) HV5N, F) HV6N, G) HVON, H)
HV10N, I) HV9D, J) HV12D.

Se realizaron tinciones de Gram (Figura 31), de los diez aislados. Los resultados
mostraron bacilos Gram negativos en parejas o0 en cadenas, coincidiendo con lo
ya reportado en el manual de Bergey (Garrity, G., Staley, JT, Boone, DR, De Vos,
P., Goodfellow, M., Rainey, FA, ... & Schleifer, 2006), en donde menciona que el

género Pseudomonas es un bacilo Gram negativo.
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Figura 31. Tinciones de Gram de las diez cepas aisladas en este
trabajo.

Otra caracteristica de algunas especies del género Pseudomonas es la capacidad
de producir algunos pigmentos como la pioverdina de color amarillo-verdoso que
al exponerse a luz UV presenta fluorescencia. La pioverdina es soluble en agua y
funciona como un sider6foro, ademas es un marcador para la diferenciacion
bacteriana (Meyer, 2000). Algunas especies que producen pioverdina son P.
putida, P. flourescens y P. syringae (Palleroni, 1984). El agar centramida es uno
de los medios que se utiliza para inducir la produccion de pioverdina (Peekate,
Sigalo, & Basil, 2018), asi que los diez aislados se sembraron en agar centramida
y los diez generaron fluorescencia demostrando que son capaces de producir

pioverdina (Figura 32).
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Figura 32. Crecimiento de las diez cepas en agar centramida.

Pseudomonas es un género de microorganismos con una amplia versatilidad
metabdlica lo que le permite crecer en diferentes ambientes y nutrientes, es por
esto por lo que son capaces de crecer en citrato o benzoato como una Unica
fuente de carbono. En la Figura 33 se observa el crecimiento los diez aislados en
citrato o benzoato. Se sabe que el género Pseudomonas crece con citrato como
Gnica fuente de carbono siendo esta una caracteristica de este género (Palleroni,
1984) y algunas cepas de Pseudomonas (Hernandez Arranz, 2014; Palleroni,
1984; Stanier et al., 1966) son capaces de utilizar el benzoato para degradarlo.
Con estos resultados es posible confirmar que las cepas aisladas en este proyecto
pertenecen al género Pseudomonas y que probablemente se encuentran muy
relacionadas con la especie con Pseudomonas putida KT2440.
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Figura 33. Las diez cepas aisladas en benzoato y citrato como fuentes
de carbono A) medio minimo M9-Benzoato, cloranfenicol (100 w/ml) B) medio
minimo M9-Citrato, cloranfenicol (100 p/ml).

3.6 Busqueda in silico de enzimas con potencial
para la degradacion del diclofenaco.

En la ruta de degradacion del diclofenaco presentada por Moreira, 2018 para el
género Labrys, las enzimas que se encargan de iniciar la degradacion del
diclofenaco son la citocromo P450 mono y dioxigenasas. Los resultados del gen
16s ADNr de las diez cepas aisladas en este trabajo sugieren que en nuestros
aislados hay dos especies diferentes de Pseudomonas; P. mosselli NG1 y P.
putida 25; en base a esto se procedi6 a buscar la citocromo P450 monooxigenasa
en estas cepas en particular, sin embargo, no se encuentran secuenciados los
genomas completos de estas dos cepas. Asi que se procedid a buscar las
secuencias de las monooxigenasas tanto en los genomas de la especie mosselli
como putida. Se encontraron las secuencias de la citocromo P450 monooxigenasa
tanto en Pseudomonas mosselli como Pseudomonas putida (Tabla 7), sugiriendo
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gue probablemente puedan existir citocromo P450 monooxigenasas en los

genomas de nuestros aislados.

Tabla 7. Secuencias de citocromo P450 monooxigenasas encontradas en
Pseudomonas putiday Pseudomonas mosselli.

Microrganismos Acceso en NCBI
Pseudomonas putida KT2440 PP_1955
Pseudomonas putida HBC17 AWY38668.
Pseudomonas putida CBF10-2 AY028 RS01825
Pseudomonas putida 1312 OuUM37574.1
Pseudomonas putida G1 P00183.2
Pseudomonas mosselli SC006 WP 138217711.1
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CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos en este proyecto se llegan a las siguientes
conclusiones.

1). Las cepas aisladas a partir de suelo de un humedal vertical capaces de crecer
en presencia de antinflamatorios resultaron pertenecer al género Pseudomonas, lo
cual es un resultado congruente dada la capacidad de colonizacion de estos
microorganismos en este tipo de hébitat (suelo).

2). Al crecer los diez aislados en medio liquido M9 con diclofenaco inyectable las
UFC aumentaron hasta dos 6rdenes de magnitud, pero al analizarlas las muestras
de los cultivos en HPLC se demostr6 que no se estaba consumiendo el
diclofenaco. Sin embargo, al usar diclofenaco grado reactivo como Unica fuente de
carbono en un cultivo del aislado HVIN se observdo por el método
espectrofotométrico que el aislado HV1N biotransformo el diclofenaco presente en
el medio de cultivo.

3). Al buscar las secuencias de la enzima citocromo P450 monooxigenasa en los
genomas de Pseudomonas mosselli y Pseudomonas putida se encontraron
algunas secuencias; lo que sugiere que estas enzimas posiblemente se

encuentren en los genomas de nuestros aislados.
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PERSPECTIVAS.

1). Identificar a nivel de especie nuestros aislados utilizando genes de
mantenimiento para este género como rpoB, rpoD, gyrB, oprl, oprB. De esta
manera hacer una busqueda mas dirigida de enzimas que podrian estar
involucradas en la degradacion del diclofenaco.

2). Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de diclofenaco sobre el
crecimiento celular para determinar la concentracion méaxima de diclofenaco a la
gue son tolerante las cepas. Ya que un crecimiento 6ptimo podria mejorar la
velocidad y el porcentaje degradacion del antinflamatorio.

3). Una vez determinada la concentracion maxima de diclofenaco a la que son
tolerantes las cepas, se podria adicionar una fuente alterna de carbono ya que se
ha visto que el antinflamatorio es degradado casi al 100% y en menor tiempo
cuando existe co-metabolismo.

4). Evaluar la degradacion de otros microcontaminantes con las capas aisladas ya
que se ha visto que Pseudomonas es un género que ha sido utilizado en

biorremediacion y es capaz de utilizar multiples fuentes de carbono.
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ANEXO 1.
Composicion del medio Luria Bertani (LB).

PEPIONA. . ... 10g/L
Extracto de l[evadura.............oooeiiiiiii 5g/L
ClOruro de SOUIO. ....uieii et 10g/L
Agar bacteriolOQICO. . ... .. 16 g/L

Nota: En caso de ser medio liquido no se agrega agar bacterioldgico.
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ANEXO 2.

Composicion del medio minimo M9.

FeCls 1 ml/L

Goodies 2.5 ml/L

10XM9

MgSOa4 1 ml/L

Antinflamatorio (0.75 mM DCF)

ok 0N e

1 FeCls 6g/L
2. Goodies

- ZnCl2 50mg/L - CoCl2 2H20 10 mg/L
- MnCl2 4H20 30 mg/L - NiCl2 6H20 20 mg/L
- BosH3 300 mgl/L, - NaMoO4 2H20 30 mg/L

3. 10XM9

- NaHPO4 70g/L -NaCl 5 g/L

- KH2PO4 30g/L, - NH4Cl 10g/L
4. MgS0O4 1M

Nota: en caso de ser medio liquido no se agrega agar bacteriolégico.
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ANEXO 3.

Composicion del Agar Centramida.

=T o1 (0] o - P 20 g/L
ClOruro de MaAgNESIO. ... .eeet ettt et e e aaeaeas 1.4 g/L
SUIFALO POLASICO. ...ttt 10 g/L
N-cetil-N, N, N-trimetilamonio (centramida)................cccoeiiiiiiiiiiean.. 0.3g/L
Agar bacCteriolOQICO. .. ... 13.6 g/L
€107 ] - 10 ml/L

73




ANEXO 4.

Graficay cromatogramas y de la curva de
calibracion de diclofenaco para el analisis en

HPLC.
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0
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y =137979x + 16428
R?*=0.9985

0

Concentracion (uM)

Figura 34. Curva de calibracion del diclofenaco para analisis de

muestras en HPLC. Para construir la grafica de calibracién se utilizaron

las siguientes concentraciones 1uM, 2uM, 4uM, 6uM, 8uM, 10uM.
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Figura 35. Cromatogramas de HPLC de las diferentes
concentraciones utilizadas para la curva de calibracién del

diclofenaco.
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