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DETECCION DE BACTERIAS HALOTOLERANTES POTENCIALMENTE
DEGRADADORAS DE IBUPROFENO Y PARACETAMOL.
PRUEBA RAPIDA CUALITATIVA

Lorna Catalina Can Ubando?, Keila Isaac Olivé?,
Angel Horacio Sandoval y Trujillo, Ninfa Ramirez Durén®

Introduccion

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) acttian como inhibidores de las
isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), con lo cual se inhibe la sintesis
de prostaglandinas y, por tanto, la cascada de inflamacién [1]. Existe variacién
en cuanto a la eliminacién, vida media, rutas de administracion y tolerancia de
estos farmacos [2].

Debido a su uso y disposicion, los AINEs se han identificado como contami-
nantes emergentes [3]. Llegan a las aguas terrestres como resultado de tratamien-
tos medicamentosos, técnicas de laboratorio clinico y actividades de investiga-
cién, asi como de la excrecién de la sustancia activa no metabolizada [4].

En México, de acuerdo con la NOM-073-ECOL-1994, los limites maximos
permisibles de sélidos suspendidos totales provenientes de las descargas de
aguas residuales al dia son 150 mg/L para la industria farmacéutica y 250 mg/L
para la industria farmoquimica [5]. No se especifica la concentraciéon de AINEs
permitida bajo estas condiciones. Estos contaminantes requieren especial aten-
cién, ya que pueden ser téxicos para los seres humanos, exhiben ecotoxicidad
a bajas concentraciones y se encuentran principalmente en aguas residuales,
superficiales y subterrdneas [6].
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Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, México. (ORCID: 0000-0002-3918-33438).
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Uno de los AINEs mds utilizados es el ibuprofeno, tiene alta biodisponibilidad
y se metaboliza en el higado [7]. Entre sus efectos adversos destacan las reac-
ciones anafilacticas, problemas gastrointestinales, trombocitopenia, erupciones
cutdneas, cefalea y edema [8]. Por otro lado, el paracetamol se concentra princi-
palmente en el higado, el tracto gastrointestinal y los rifiones [9]; en grandes
cantidades, puede producir dafio hepatocelular y necrosis tubular renal [10]. Es
necesario plantear estrategias viables y efectivas para la remocién de estos con-
taminantes en los ecosistemas [11].

La biodegradacion de AINEs es un proceso de oxidacién. Los métodos colo-
rimétricos para la deteccién de reacciones de oxidacién se basan en la reduc-
cién de un indicador redox que cambia de color; la oxidacién es detectada por
este cambio [12], lo que los convierte en la mejor opcién como ensayos rapidos
para la deteccién de la oxidacion de AINEs.

En este trabajo, se implement6 una prueba rapida cualitativa para la detec-
cién de bacterias halotolerantes potencialmente degradadoras de ibuprofeno y
paracetamol, utilizando 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) y cristal violeta (CV)
como indicadores de 6xido-reduccién.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio de tipo experimental cualitativo de muestras y controles.
El método de muestreo utilizado fue por conveniencia en una poblacién de bac-
terias halotolerantes y se seleccionaron a las que mostraron ser potencialmente
degradadoras de AINEs.

Dentro de los aspectos éticos, se tomaron en cuenta las bases tratadas en el
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica de las Naciones Unidas, firmado en
Rio de Janeiro en 1992, el cual tiene como objetivo la conservacion de la diver-
sidad bioldgica, el uso sostenible de sus componentes y el reparto justo y equi-
tativo de los beneficios derivados de la utilizacién de recursos genéticos.

Procedimientos

Reactivacion de cepas

Se utilizaron las cepas de bacterias halotolerantes aisladas de dos ambientes
hipersalinos en México: suelo salino del Ex Lago de Texcoco, en el Estado de
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Meéxico, y sedimento salino de la Laguna el Rosario en Oaxaca. Las cepas
fueron resembradas en los medios de cultivo tanto s6lidos como liquidos. A las
cepas reactivadas se les realiz6 la tincién de Gram para observar su morfologia
microscopica.

Para la reactivacién de las cepas se utilizaron cuatro diferentes medios de
cultivo:

— Medio para bacterias hal6filas moderadas (MH) [13]: contiene 10 g/L de
extracto de levadura, 5 g/L de proteosa peptona, 1 g/L de dextrosay 18 g/L
de agar; los componentes del medio fueron disueltos en una solucién de
NaCl al 5% (cantidad suficiente para un litro).

— Medio Sauton-UAM [14]: contiene 4 g/L de asparagina, 2 g/L de 4cido citrico,
0.5 g/L de K,HPO,,0.5 g/L. de MgSQ,, 0.05 g/L de citrato férrico amoniacal,
0.1 g/l de ZnSQ,, 0.5 g/L de CaCl,, 0.1 g/L de CuSQ,, 10 g/L de hojuelas de
papa, 60 g/L de glicerol, 5 g/L de carbdén activado, 0.1 g/L de cicloheximida,
0.05 g/L de estreptomicina, 0.05 g/L de eritromicina, 0.05 g/L de kanamicina
y 18 g/L de agar; los componentes del medio fueron disueltos en una solu-
cién de NaCl al 5% (cantidad suficiente para un litro).

— Medio Czapek (Becton Dickinson, No. de catilogo: 211776): se resuspenden
50 g del medio deshidratado por cada litro de solucién de NaCl al 5%.

— Medio BHI (Becton Dickinson, No. de catdlogo: 211200): se resuspenden 37 g
del medio deshidratado por cada litro de solucién de NaCl al 5%.

Los medios fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos;
posteriormente, se dejaron enfriar a 45 °C y se vertieron en cajas Petri estériles.

Caracterizacidn fisioldgica: determinacion de la concentracion
de NaCl para el crecimiento dptimo de las cepas aisladas

El rango y la concentracién de NaCl éptimo para el crecimiento de las cepas se
determiné sembrando cada cepa en el medio de cultivo MH, a diferentes con-
centraciones de NaCl (0, 0.5, 3, 5, 10, 15, 20, 25y 30%) a pH de 7. La siembra
se realizd por estria y se incubaron a 37 °C.

Determinacidn del valor de pH para el crecimiento dptimo de las cepas aisladas

El rango y pH 6ptimo para el crecimiento de las cepas se determiné sembrando
cada cepa en el medio de cultivo MH, ajustando la concentraciéon de NaCl de
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acuerdo con el crecimiento éptimo (previamente determinado). El pH se ajusté
a los valores de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12. Se inoculd por estria y se incub6 a
37 °C.

Interpretacion de pruebas fisioldgicas

El crecimiento fue observado diariamente durante 10 dias y se interpreté como
(-) cuando fue nulo, (+) cuando fue muy escaso, (++) cuando fue escaso,
(+++) cuando fue moderado y (++++) cuando fue éptimo.

Prueba rapida cualitativa de biodegradacidn de AINES: preparacion de las muestras

Las bacterias halotolerantes reactivadas se inocularon en medio liquido MH
suplementado con NaCl y ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa
(previamente determinados). Se incubaron a 37 °C durante 7 dias; por otro
lado, se prepararon soluciones de 100 mL a una concentracién de 1000 ppm
de AINEs (ibuprofeno y paracetamol), 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) y cristal
violeta (CV). Posteriormente, un indculo de 200 uL del cultivo bacteriano, equiva-
lente a 6x107 células (tubo 3 de la escala McFarland), se transfirié a un tubo
con tapa de rosca que contenia 2.5 uL de la solucién de ibuprofeno o paracetamol
y 100 L de la solucién de DCPIP. El volumen final se ajusté a 5 mL con Medio
Minimo de Sales (MSM) [15], el cual contiene (NH,4),SO,, 1000mg/L; Na,HPO.,,
800mg/L; K,HPO,, 200mg/L;MgSO,-7H,0, 200mg/L; CaCl,-2H,O, 100mg/L;
FeCl;H,O, 5mg/L; (NH,)sMo;0,,-H,O, 1mg/L, suplementado con NaCl y ajustado
al pH 6ptimo para el crecimiento de cada cepa. De esta manera, la concentra-
cién final de cada AINEs fue de 5ppm y la del DCPIP de 20 ppm. En el caso del
cv, el volumen de indicador afiadido fue de 25 uL para obtener una concentra-
cion final de 5 ppm. Finalmente, las muestras estuvieron constituidas por el
in6culo bacteriano, los AINEs como fuente de carbono y el indicador.

Para determinar la sensibilidad de los indicadores de 6xido reduccién eva-
luados, se construyé una curva de calibracion para cada uno.

Preparacidn de controles

Control-1. Contenia 100 uL de la solucién de DCPIP o0 25 uL de Cv; se llevo a
volumen de 5 mL con MSM suplementado con NaCl y ajustado al pH 6ptimo para
el crecimiento de cada cepa.
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Control-2. Se prepar6 con 25 uL de la solucién de AINEs (ibuprofeno o pa-
racetamol) y 100 uL de la solucién de DCPIP 0 25 uL de Cv; se llevé a volumen
de 5 mL con MsM suplementado con NaCl y ajustado al pH éptimo para el cre-
cimiento de cada cepa.

Control-3. Contenia 200 uL del cultivo bacteriano, equivalente a 6x107
células y 100 uL de la solucién de DCPIP o 25 uL de Cv; se llevo a volumen de
5 mL con MSM suplementado con NaCl y ajustado al pH éptimo de cada cepa.

Interpretacion

La presencia de los indicadores torné a cultivos y controles de color azul, en el
caso de DCPIP, y morado con el Cv. Cada muestra de cultivo y sus controles se
prepararon por triplicado y se sometieron a incubacién a 37 °C durante 5 dias
(120 h). Las muestras y controles fueron centrifugados a 3000 rpm por 10 mi-
nutos. Los sobrenadantes de todas las muestras y controles fueron medidos a las
0 h y 120 h en un espectrofotémetro Biotech® marca EPOCH a la longitud de
onda correspondiente, de acuerdo con el indicador utilizado (600 nm para DCPIP
[16] y 590 nm para Cv [17]. La disminucion en la intensidad del color de las mues-
tras con respecto a los controles, indica preliminarmente un resultado positivo
a la prueba cualitativa de biodegradacion.

Se utilizaron 3 criterios para la seleccién de las cepas: para el primer crite-
rio se compararon las relaciones de absorbancias de las muestras y el control-1
(solucién del indicador) a las 0 y 120 horas de incubacidn, con la finalidad de
asegurar que el indicador no cambiara de color por las condiciones ambienta-
les. Se hizo lo mismo en el segundo criterio, salvo que esta vez se utilizo el
control-2 (solucién del indicador con ibuprofeno o paracetamol) para descartar
que el AINEs reaccionara con el indicador, dando un resultado falso positivo.
Las cepas que mostraron diferencias, entre las muestras y los controles 1y 2 a las
120 h, se sometieron al tercer criterio, en el cual se compararon las relaciones de
absorbancia entre las muestras y el control-3 (solucién del indicador con la
cepa bacteriana) a las 0 y 120 horas de incubacion, este criterio garantizé que
la bacteria estaba usando el AINEs, y no al indicador, como fuente de carbono.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Las cepas potencialmente
degradadoras son aquellas que cumplieron los 3 criterios evaluados. Se considera
que una muestra es diferente a un control cuando la p obtenida en la prueba
de comparacién de medias de t-student es menor a 0.05.
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Cinética de crecimiento en Medio Minimo de Sales

Para determinar la cinética de crecimiento de las bacterias halotolerantes que
demostraron ser potencialmente degradadoras de al menos uno de los AINEs a
los que se expusieron, se utiliz6 el Medio Minimo de Sales (MsM). Se realizaron
dos cinéticas de crecimiento para cada cepa, utilizando diferentes fuentes de
carbono.

Para la primera cinética, se transfirié un in6culo equivalente a 6x107 célu-
las/mL de cada una de las cepas, con capacidad degradadora a un tubo que
contenia 10 mL del medio de cultivo MSM, con las caracteristicas fisicoqui-
micas de NaCl y pH 6ptimas para cada cepa (previamente determinadas).
Como tnica fuente de carbono se utilizé glucosa a una concentracién de 10
ppm. Los matraces se mantuvieron en una incubadora a 37 °C. El crecimiento
microbiano se determiné midiendo su densidad éptica a 600 nm ['®] en un
espectrofotémetro marca Biotek® modelo EPOCH. Las lecturas de densidad
Optica fueron tomadas desde las O horas hasta alcanzar la fase estacionaria de
cada una de las cepas.

Por otro lado, la segunda cinética de crecimiento de las bacterias se midi6
utilizando el antiinflamatorio que potencialmente es capaz de degradar como
Unica fuente de carbono (resultado de la prueba cualitativa). Se transfirié un
in6culo equivalente a 6x107 células/mL a un tubo que contenia 10 mL de Medio
Minimo de Sales con las caracteristicas fisicoquimicas de NaCl y pH 6ptimas
para cada cepa y 10 ppm del AINEs a probar (ibuprofeno o paracetamol). Los cul-
tivos bacterianos se incubaron a 37 °C y todos los experimentos se realizaron
por triplicado.

Resultados

Reactivacion de cepas y caracterizacion fisioldgica

Se reactivaron setenta y cuatro cepas de bacterias halotolerantes provenientes
de muestras de agua, suelo y sedimento de ambientes hipersalinos de México.

De las muestras de agua se obtuvieron seis cepas a las que se les asignaron
las claves HA (dos cepas), ICA (una cepa), SFA (una cepa) y UT (dos cepas). Por
otro lado, cuatro cepas provenian de las muestras de sedimento y sus claves fue-
ron ESE (dos cepas) y COSE (dos cepas). Por dltimo, sesenta y cuatro cepas
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pertenecieron a las muestras de suelo, LRS (ocho cepas), HS (tres cepas), IAS (una
cepa), ICS (una cepa), LB (tres cepas), SOSSI (tres cepas), SFS (una cepa) y TX
(cuarenta y cuatro cepas).

La morfologia microscépica de todas las cepas se describe como bacilos
largos filamentosos Gram positivos.

Tras realizar la caracterizacién fisiolégica, todas las cepas resultaron ser
halotolerantes débiles (rango de crecimiento de 0% — 15% NaCl) [19]. Los creci-
mientos éptimos fueron a 0% (cuatro cepas), 0.5% (cuatro cepas), 3% ( cinco
cepas), 5% (cuarenta y cinco cepas) y 10% (dieciséis cepas). Por otro lado,
trece cepas tuvieron un crecimiento 6ptimo a pH 9 y ocho cepas a pH 10, por
lo que se consideran alcaléfilas [20]. Ademds, tres cepas tuvieron crecimiento
optimo a pH 6, veinticinco cepas a pH 7 y otras veinticinco cepas a pH 8.

Pruebas cualitativas de degradacion

De las setenta y cuatro cepas reactivadas, las que mostraron un resultado posi-
tivo a los tres criterios de las pruebas cualitativas, se consideraron potencialmente
degradadoras de AINEs. El DCPIP detect6 una cepa degradadora de ibuprofeno y
ninguna de paracetamol. Por su parte, el Cv detecté dos cepas degradadoras de
ibuprofeno y dos de paracetamol, aunque estas cepas no coinciden.

Una posible razén por la que el Cv detecté un mayor ntumero de cepas de-
gradadoras que el DCPIP, es porque el CV es mads sensible que el DCPIP. A partir
de curvas de calibracién construidas con estos dos indicadores se demostré que
el cv (y = 0.0993x + 0.0281, 2 = 0.9945) es tres veces mads sensible que el
DCPIP (y = 0.0324x + 0.0029, r* = 0.9972).

Cepas potencialmente degradadoras de ibuprofeno

De las setenta y cuatro cepas, solo seis de ellas mostraron un decremento en
la coloracion del DCPIP segin el primer criterio (control-1), estas fueron: HA4-1a,
HS4-2, SOSSI-3C, SOSSI-1a, TXV7-6MHG5 y TXV15-2SG6. Estas mismas
cepas cumplieron el segundo criterio (control-2), pero solo una cepa cumpli6 el
tercer criterio (HS4-2). La positividad de las cepas a los criterios 1 y 2, indicé
que las mismas consumen tanto al AINEs como al indicador. Solo la positividad
al criterio 3 indicé que solamente consumen AINEs. Los resultados del criterio
3 se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Relacién de absorbancias muestra/control-3 a las O y 120 horas (n = 3), utilizan-
do pcpiP como indicador e ibuprofeno como Unica fuente de carbono
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Elaboracion propia.

La figura muestra que la relacién de las absorbancias a las 0 h de todas las
muestras con respecto al control-3, oscila alrededor de 1 (barra de la izquierda
de cada cepa). No hay diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
entre las muestras a este tiempo. Esto significa que muestras y controles parten
de la misma cantidad de indicador (igual absorbancia).

La relacion de las absorbancias a las 120 h de todas las muestras con res-
pecto al control-3 (barra de la derecha de cada cepa) no difiri6 significativamen-
te de las 0 h en todas las cepas, excepto en la HS4-2. La disminucién de la
barra en esta cepa indicé que la absorbancia de la muestra para ese tiempo es
menor que la del control-3, la Ginica diferencia en la composicién de la muestra
y el control-3 es la presencia del AINEs; por tanto, la disminucién de la absor-
bancia indica presencia de reaccién redox y consumo del AINEs por la cepa. De
esta forma, la cepa HS4-2 dio un resultado positivo a la prueba con DCPIP, por
lo que se consider6 potencialmente degradadora de ibuprofeno.

En el caso del indicador CV, catorce cepas cumplieron los dos primeros cri-
terios de seleccion, al mostrar un decremento en la coloracién con respecto a los
controles-1 y 2 (HA4-1a, HA5-1, HS4-2, HS4-1b, SOSSI-3C, SOSSI-1A, TXV7-
6MHG5, TXV9-4MHG2, TXV15-3MHG4, TXV15-2SG6, TXO1-1MHG?2,
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TXO1-1SG1, TXO1-1SG2 y TXO4A-5SG1); solo dos de ellas cumplieron el tercer
criterio (control 3) y fueron seleccionadas como potencialmente degradadoras
de ibuprofeno (HS4-2 y TXO1-1SG1). Los resultados del criterio 3 se muestran
en la Figura 2.

Figura 2. Relacién de absorbancias muestra/control-3 a las O y 120 horas (n = 3)
utilizando cv como indicador e ibuprofeno como Unica fuente de carbono

CV Ibuprofeno

1.8
2}
.g,_l.6
[9a)
=
B§1.4 I I I
252 12 = I-
o g I
28 10 L II I II 5 i
o= = 0 I
_Ogo.s
g% 06
g 2
s g 04
T)"
~ 02
0.0
N—1N.DU<LDN<I‘\DN—‘N—‘
2 3 03 02 3 ¢¢ 232 8 3§y
S £ 2 2 2 2 5§ 8§ § 8 = 7 §8
o o v ¥ 9 = 5 5 o ¥
77 L oe £ 25 B RS
5 R OX
x>
HHéHE a
Cepas
Oh 120 h

Elaboracién propia.

La figura muestra, al igual que en el caso anterior, que a las 0 h la relacion
de las absorbancias de todas las muestras con respecto al control-3 oscila alrede-
dor de 1, y que no hay diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
entre las muestras. A las 120 h encontramos una disminucién significativa
(p < 0.05) de la absorbancia en las cepas HS4-2 y TXO1-1SG1, lo que indica
que ambas son potencialmente degradadoras de ibuprofeno. La cepa HS4-2
mostré un resultado positivo con ambos indicadores.

Las caracteristicas fisioldgicas de dichas cepas fueron similares. Ambas
tienen un rango de tolerancia de 0 — 10% NaCl (crecimiento éptimo de 0% y
5% respectivamente), considerdndose asi halotolerantes débiles. Asimismo,
el rango de tolerancia de pH fue de 7 — 10 (crecimiento 6ptimo de 8 y 7,
respectivamente).
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Cepas potencialmente degradadoras de paracetamol

Al utilizar el indicador de éxido reduccién DCPIP, se descartaron sesenta y seis
cepas, ya que solo ocho cepas mostraron un decremento en la coloracién en el
primer y segundo criterio; dichas cepas tienen las claves HA4-1A, HS1-3,
ICA2-3, SOSSI-1A, TX4SC-5MHG4, TXO1-1MHG3, TX02-25G2 y TXO4B-
1SG11. Ninguna de estas cepas resultd positiva al tercer criterio. Los resultados
de la evaluacion del tercer criterio se muestran en la Figura 3.

Figura 3. Relacién de absorbancias muestra/control-3 a las O y 120 horas (n = 3)
utilizando DcPIP como indicador y paracetamol como fuente de carbono

DCPIP Paracetamol

2.5
w
o
§2 2.0
o
< 8
o g 1.5
28
< =
s 1.0 I = = I T =
o I T
Q‘E I I I I I
e 5
==
A 0.0
. = o 0 < 3 3 g -
3 % < % T T 2 <
s = J 2 = = 9 z
Q w0 n o) )
@ @) = > 2
%) @) = Q
B :
[_‘
Cepa
Oh 120 h

Elaboracién propia.

En la figura 3 se puede apreciar, como en los casos anteriores, que a las 0
h no hay diferencia entre las absorbancias de muestras y controles, ya que en
todos los casos oscila en 1. Sin embargo, no existen diferencias significativas
(p > 0.05) entre las absorbancias de las muestras y los controles después de
las 120 horas de incubacion, por lo que estas cepas tienen un resultado nega-
tivo a la prueba de degradacién de paracetamol.

En el caso del indicador Cv, doce de las setenta y cuatro cepas cumplieron
los dos primeros criterios (LRS4.85, LB2 (MH), LB2 (TsA), TXV7-3MHGS5,
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TXV14-2MHG3, TXV15-3MHG4, TXV11-135G3, TXV15-3SG6, TXO1-
IMHGS3, TXO7D-1MHGS, TXO1-1SG1 y TXO3B-3SG1); de las cuales solo
dos obtuvieron un resultado positivo tras el tercer criterio, la LB2 (MH) y 1la LB2
(TsA), por lo que se consideraron potencialmente degradadoras de paracetamol.
Los resultados se muestran en la Figura 4.

Figura 4. Relacion de absorbancias muestra/control-3 a las O y 120 horas (n = 3)
utilizando cv como indicador y paracetamol como Unica fuente de carbono
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Elaboracién propia.

Siguiendo el mismo andlisis hecho en los casos anteriores, la Figura 4 mues-
tra a las cepas LB2 (MH) y LB2 (TSA) como potencialmente degradadoras de para-
cetamol, al obtener un resultado positivo a la prueba cualitativa con CvV como
indicador. Estas cepas, al igual que las anteriores, son halotolerantes débiles
(rango de tolerancia de 0 — 10% NaCl), con un crecimiento 6ptimo de 5% y
10%, respectivamente. El rango de crecimiento de pH fue de 7 - 10, con un
crecimiento éptimo a pH 8 para ambas cepas.
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Cinética de crecimiento en Medio Minimo de Sales

A las cuatro cepas que resultaron positivas a la degradacion de algiin AINEs se
les determind su cinética de crecimiento utilizando glucosa e ibuprofeno o
paracetamol, como tnica fuente de carbono.

En las Figuras 5 y 6 se observa la tendencia en la cinética de crecimiento
de las cepas potencialmente degradadoras de ibuprofeno.

Figura 5. Cinética de crecimiento de la cepa HS4-2 utilizando glucosa e ibuprofeno como
Unica fuente de carbono
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Elaboracién propia.

La cepa HS4-2 tiene alta tolerancia al ibuprofeno, ya que la diferencia entre
las curvas de crecimiento con cada fuente de carbono es minima.
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Figura 6. Cinética de crecimiento de la cepa TXO1-1SG1 utilizando glucosa e ibuprofeno
como Unica fuente de carbono
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Elaboracién propia.

La cepa TXO1-1SG1 también presenta una tendencia de crecimiento similar
al utilizar ambas fuentes de carbono; esto, aunado a las pruebas cualitativas de
degradacion, refuerza la especulacién respecto a su potencial biodegradador
de ibuprofeno.

Las cepas LB2 (MH) y LB2 (TsA) fueron probadas con paracetamol. Las Fi-
guras 7 y 8 muestran la comparacién entre las fuentes de carbono a las que se
sometieron las cepas, el anti-inflamatorio y la glucosa.
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Figura 7. Cinética de crecimiento de la cepa LB2 (MH) utilizando glucosa y paracetamol como
Unica fuente de carbono
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Elaboracién propia.

La tendencia de crecimiento de la cepa es similar con ambas fuentes de car-
bono, lo que indica que es capaz de utilizar al paracetamol en su ciclo bioldgico.

Figura 8. Cinética de crecimiento de la cepa LB2 (1sA) utilizando glucosa y paracetamol como
Unica fuente de carbono
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Por otro lado, el crecimiento de la cepa LB2 (TSA) se ve ligeramente dismi-
nuido al utilizar paracetamol como Unica fuente de carbono; sin embargo, es
evidente su tolerancia al AINEs.

Discusion

Se debe observar de cerca el uso indiscriminado de ibuprofeno y paracetamol,
asi como la mala disposicién que se le da a estos farmacos, ya que provocan
ecotoxicidad al bioacumularse en los organismos, causando dafio hepitico
principalmente.

La biorremediacién de zonas afectadas por estos AINEs se puede llevar a
cabo con bacterias y, entre estas, las bacterias halotolerantes son capaces de adap-
tarse a diferentes concentraciones de sal en el ambiente. Estas caracteristicas
las hacen adecuadas para el tratamiento de diferentes ecosistemas contaminados
con AINES.

La ruta de degradacién de los AINEs se lleva a cabo a través de reacciones
de oxidacion [21-24], que pueden ser ficilmente detectadas con el uso de indi-
cadores aceptores de electrones, como el 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) v el
cristal violeta (Cv).

El DcpIp ha sido utilizado como indicador de 6xido reduccién en la degra-
dacién de hidrocarburos [25, 26], asi como en la deteccién de peréxido de hidro-
geno [27] y hemoglobina E [28]. La reaccion se observa por el cambio de color
en el medio, de azul a incoloro [29]. Por otro lado, el Cv se utiliza en la tincién de
Gram para diferenciar la pared celular de las bacterias [30], la determinacién
de viabilidad en cultivos celulares [31] y la tincién de proteinas en SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) y zimogramas
[32]. En el caso del cv, el medio cambia de violeta a incoloro [33].

Al exponer a las bacterias al ibuprofeno o paracetamol como tdnica fuente
de carbono, significa que la oxidacién ocurrida en el indicador es resultado de
la degradacién de los farmacos. Debido a los controles que se utilizaron en las
pruebas cualitativas, podemos inferir que: (i) el indicador no se oxida por si solo
en las condiciones a las que estuvo expuesto, ya que el control-1 (solucién del
indicador) no cambié de color entre las 0y 120 h; (ii) los firmacos no inducen
reacciones de oxidacion en el indicador, ya que el control-2 (solucién de indica-
dor y AINEs) no cambi6 de color entre las 0 y 120 h; (iii) las cepas seleccionadas
como potencialmente degradadoras de AINEs no degradan al indicador, ya que
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el control-3 (solucién de inéculo e indicador) no cambié de color entre las 0 y
120 h, o la muestra cambi6 de color en ese tiempo mads de lo que lo hizo el
control-3.

La cinética de crecimiento bacteriano se ve afectada por diversos factores
tales como la temperatura [34], la relacién de 4rea de superficie liquida/volu-
men [35], asi como la cantidad y tipo de sustrato en el medio [36] o la presen-
cia de metales pesados en el medio [37].

La cinética de crecimiento que presentan las cepas potencialmente degra-
dadoras de paracetamol se ve afectada al utilizar el firmaco o la glucosa como
fuente de carbono. La cepa LB2 (TSA) decrementa su crecimiento al utilizar el
paracetamol en comparacién con la glucosa; por otro lado, la cepa LB2 (MH)
presenta un crecimiento similar en ambos casos. Ambas cepas son tolerantes
al paracetamol.

En el caso de las cepas potencialmente degradadoras de ibuprofeno, HS4-2
y TXO1-1SG1, presentan una cinética de crecimiento similar utilizando am-
bas fuentes de carbono, lo que indica una alta tolerancia al ibuprofeno.

El crecimiento de cada cepa, en las diferentes condiciones a las que se ex-
pusieron, depende de la expresién de genes [38] de cada una, conjuntamente
con el recurso proteémico para el transporte de sustrato y su costo enzimatico [39].

Se han encontrado registros de la biodegradacién de ibuprofeno por consor-
cios bacterianos [40] y por una cepa bacteriana del género Variovorax [41]. En
cuanto a la biodegradacién del paracetamol, se han identificado bacterias del
género Staphylococcus, Pseudomonas y Bacillus (42, 43].

Conclusiones

El indicador de 6xido-reduccion Cv, result6 tener mayor eficiencia como prueba
rapida para localizar cepas bacterianas potencialmente degradadoras de ibupro-
feno y paracetamol, en comparacién al DCPIP. De las setenta y cuatro cepas pro-
badas, solo dos de ellas obtuvieron un decremento significativo de la coloracion
de los indicadores, al utilizar ibuprofeno como tnica fuente de carbono (HS4-2
y TXO1-1SG1). Asimismo, dos cepas dieron un resultado positivo en la prueba
con paracetamol (LB2 (MH) y LB2 (TSA)).

Las cuatro cepas con potencial degradador de AINEs fueron aisladas de suelos
salinos de México y caracterizadas como halotolerantes débiles. Adicionalmente,
la cinética de crecimiento confirma que las cepas bacterianas seleccionadas con
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las pruebas cualitativas son capaces de utilizar ibuprofeno o paracetamol como
Unica fuente de carbono.

La prueba rapida cualitativa result6 1til en la deteccién de bacterias poten-
cialmente degradadoras de ibuprofeno y paracetamol. El siguiente paso es rea-
lizar la identificacién y el analisis de los productos de degradacién de los far-
macos, asi como la identificacién genética de las cepas que demuestren ser
capaces de biodegradar AINEs.®
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