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Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

RESUMEN

El naproxeno es un farmaco empleado como antiinflamatorio y analgésico cuyo consumo
en México, asi como a nivel internacional, se hace cada vez mas extenso debido a su alta
efectividad y a que es un medicamento de libre venta. A causa de su alto consumo, y dado
que su eliminacion generalmente es por productos glucoronidados que conservan su
estructura quimica aromatica, cuando se desecha del organismo tiene como destino aguas
residuales que son tratadas por sistemas biolégicos como lodos activados; sin embargo,
aun se ha detectado su presencia en aguas tratadas y superficiales, por lo que se clasifica
dentro de los compuestos organicos emergentes (COE). Es indispensable la eliminacién
de estos contaminantes ya que las concentraciones ambientales reportadas son toxicas
para dafnias, trucha arcoiris y ademas se puede incrementar su presencia por

bioacumulacién llegando a ser toxico incluso para la salud humana.

En este trabajo se evalud la biodegradabilidad aerobia rapida del naproxeno bajo los
criterios establecidos por la OCDE empleando el procedimiento 301 F: respirometria
manomeétrica. Al determinar que no es un compuesto facilmente biodegradable, se indujo
la biodegradacion del mismo bajo condiciones de co-sustrato y/o bioaumento. Asimismo,
la concentracién a evaluar de naproxeno fue de 5 mg/L de modo que pudiera ser

comparable con los datos de concentracidn en cuerpos de agua reportados en la literatura.

El co-sustrato elegido fue el benzoato de sodio a una concentracion de 720,5 mg/L
(5 mM), que fue seleccionado después de evaluarlo simultaneamente con almidon y
lactosa. Por otro lado los sistemas se bioaumentaron con la cepa Pseudomonas putida

KT2440 que fue seleccionada de entre otras cuatro especies de Pseudomonas sp. por ser
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la que aprovech6 mas el sustrato disponible produciendo mayor biomasa en presencia del

benzoato de sodio.

Los resultados se evaluaron a las 185 h (=7,7 dias) en funcién del consumo de oxigeno en
el respirobmetro automatico de volumen constante AER-200 Challenge Technology,
obteniéndose mediante las cinéticas de biodegradacion generadas por el modelo de
Gompertz, que en tiempo, las mejores cinéticas de biodegradacién fueron las de los
tratamientos con lodos activados y el sistema con bioaumento, que contenian benzoato de
sodio como co-sustrato, ya que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
ellos (75% con p=0,05) y las cinéticas de biodegradacion mas bajas en los tratamientos
donde se adicion6 naproxeno como unica fuente de carbono y se emplearon los indculos
de lodos activados y la cepa de Pseudomonas putida KT2440 y (0,0%). Estos resultados
fueron obtenidos de acuerdo con la relacion entre las cinéticas de biodegradacion y la

cuantificacion del naproxeno inicial y residual por cromatografia de gases.
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1. INTRODUCCION

Los productos farmacéuticos son sustancias quimicas destinadas a tener un modo
especifico de accion ya que se emplean en el diagndstico, cura, mitigacion, tratamiento o
prevencion de las enfermedades mejorando la calidad y esperanza de vida tanto de seres
humanos como de animales. No obstante debido a su uso extenso y a que son eliminadas
del organismo mayoritariamente como productos metabdlicos, es importante su estudio
considerando que estos contaminantes en el agua no son regulados por la normatividad
vigente y porque se ha detectado su presencia e incremento de concentracion tanto en
afluentes como en efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), cuyos
procesos principales de degradacion son los lodos activados. Puesto que las aguas
tratadas habitualmente se descargan en aguas superficiales o se utilizan para actividades
agricolas, los farmacos presentes en ellas pueden filtrarse en el subsuelo hasta llegar a

aguas subterraneas y de ahi ser un riesgo potencial de contaminacién de agua potable.

Desde la deteccién del acido clofibrico, en agua subterranea en Berlin en 1992 (Seeber y
Hoa, 2010), se ha despertado el interés cientifico y socio-politico sobre el destino y
comportamiento de los farmacos como compuestos organicos emergentes (COE),
asimismo se han desarrollado nuevas herramientas analiticas para la deteccion de
residuos ambientales como el empleo de técnicas cromatograficas y la espectrometria de
masas que permiten la deteccion de contaminantes organicos polares, tales como los
productos farmaceéuticos en niveles de concentracion relativamente bajos (ppb) para todos
los tipos de agua (residuales, superficiales, subterraneas y potable) asi como en matrices

sélidas (lodos de depuradora, estiércol, suelos y sedimentos).
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Aunque por el momento no hay riesgos toxicolégicos para los seres humanos que
consumen agua potable contaminada por COE, se han identificado a corto plazo y a
concentraciones ambientales: efectos estrogénicos, alteraciones en el aparato excretor de
peces y dafnias, asi como mutaciones en algas. Sin embargo, aun falta informacion sobre
efectos adversos cronicos y se ignora si los farmacos o sus metabolitos pueden llevar a

cabo reacciones entre si produciendo conexiones toxicolégicas desconocidas.

En el caso particular de este trabajo, se eligié el naproxeno debido a que es uno de los
compuestos farmacéuticos mas consumidos en México y su identificacién asi como su
cuantificacion han sido reportadas en aguas de la Ciudad de Meéxico y su Zona
Metropolitana, encontrandose en mayor concentracion en influentes de aguas residuales
respecto a otros farmacos (Castillo-Alanis, 2009; Siemens, Huschek y Siebe, 2008;

Gibson, Becerril-Bravo y Silva-Castro, 2007).

Por otro lado, se ha observado que como ocurre con otros COE, cuando disminuye la
concentracion del naproxeno respecto al influente hay grandes variaciones en los
porcentajes de remocion, lo que conduce a buscar el motivo de esta baja eficiencia con un
tratamiento de lodos activados. En este sentido, se hace necesario determinar si la via por
la cual esta siendo removido en un sistema de tratamiento de aguas residuales se debe a
biodegradacion, adsorcion o alguna transformacion quimica, en el entendido de que

cualquier proceso existente no se disefié para la eliminacion de estos compuestos.

Como se mencioné anteriormente, hasta hoy dia los productos farmacéuticos no son

considerados en la directiva del marco de agua, lo cual implica desarrollar normas de
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calidad ambiental para los contaminantes de modo que se pueda proteger y mejorar el

estado de los ecosistemas acuaticos y terrestres.

Es de esperar que en el futuro las normas de calidad ambiental para COE se definiran a
partir de los métodos para la evaluacion cientifica de los riesgos, por lo que actualmente
se estan desarrollando o modificando procedimientos existentes. De ese modo, en este
trabajo se evalud la biodegradabilidad del naproxeno (Seccién 5.1) y se propuso una
metodologia para inducir la biodegradacion de dicho farmaco (Seccion 5.3) como

compuesto organico emergente.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

21. Hipétesis

Es posible eliminar el naproxeno en fase acuosa por medio de bioaumentacion empleando

Pseudomonas sp. y adicionando un co-sustrato en un indculo de lodos activados.

2.2. Objetivo general

Obtener un método eficiente para biodegradar el naproxeno bajo condiciones de
co-sustrato y bioaumento con la especie Pseudomonas sp. que mejor metabolice el

farmaco.

2.2.1. Objetivos particulares

e Evaluar la biodegradabilidad aerobia rapida del naproxeno.

e Determinar y seleccionar el co-sustrato adecuado para inducir la biodegradacion del
compuesto farmacéutico por cometabolismo.

e Seleccionar la especie de Pseudomonas sp. que al utilizar el co-sustrato permita
una mayor eficiencia en la induccién de la biodegradacion del farmaco.

e Evaluar la biodegradacién de naproxeno bajo condiciones de co-sustrato y/o

bioaumento.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Problematica de la contaminacién del agua

En la NOM-001-SEMARNAT-1996, el agua residual se define como: “aguas de
composicién variada provenientes de las descargas de usos municipales, industriales,
comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos y en general de cualquier otro
uso, asi como la mezcla de ellas”. En dicho documento sélo se consideran como
contaminantes: grasas y aceites, materia flotante, solidos sedimentables, solidos
suspendidos totales, demanda bioquimica de oxigeno a los cinco dias (DBOs), nitrogeno
total, fosforo total, temperatura elevada (>40 °C), pH fuera del intervalo 5-10 unidades,
metales pesados, patdégenos y parasitos. Si las aguas residuales no cumplen con los
limites permitidos establecidos en la norma, se deben someter a procesos de tratamiento

para habilitarla y que posteriormente pueda descargarse a cuerpos receptores de agua.

En general, la razén principal para tratar el agua es evitar mayores problemas de
contaminacion; sin embargo, los tratamientos empleados actualmente solo consideran la
eliminacién de sustancias reguladas en las normas y no asi los compuestos organicos

emergentes (COE).

3.1.1. Compuestos organicos emergentes en el agua

Los COE son sustancias de nueva sintesis quimica que se han detectado en aguas
residuales cuyo incremento de concentracion se correlaciona con el uso creciente de

muchos de ellos. En la mayoria de los casos es deficiente su remocién en plantas de
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tratamiento de aguas residuales convencionales (PTAR) (Nikolaou, Meric y Fatta, 2007;

Fent, Weston y Caminada, 2006; Daughton, 2004; Daughton y Ternes, 1999).

Estos compuestos emergentes se han clasificado en dos grupos principales: los productos
farmacéuticos y los productos de cuidado y aseo personal (Tabla 1). Los farmacos
representan un interés especial por ser disefiados para actuar de manera especifica que a

la vez proporcionan un efecto bioldgico.

Tabla 1. Categorias de los contaminantes emergentes y algunos ejemplos (Duran, 2009).

Categoria Ejemplos

Farmacos

Antibiéticos de uso humano y
veterinario

Trimetoprim, eritromicina, lincomicina, sulfametoxasol

Analgésicos y anti-inflamatorios

Codeina, ibuprofeno, acetaminofén, diclofenaco

Farmacos de uso psiquiatrico

Diazepam

Reguladores lipidicos

Bezafibrato, acido clofibrico, acido fenofibrico

B-bloqueadores

Metoprolol, propranolol, timolol

Medios de contraste para rayos X

lopromida, iopomidol, diatrizoato.

Anticonceptivos

Estrona, 17-B-estradiol, estriol, 17-a-etinilestradiol

Productos de aseo personal

Fragancias

Almizcles: nitro, poli y macrociclicos

Bloqueadores de sol

Benzofenona, alcanfor metilbencilidano

Repelentes de insectos

N,N-dimetitoluamida

Antisépticos

Triclosan, clorofeno

Subproductos de la desinfeccion

Trihalometanos, bromoacidos, bromoaldehidos.

Las fuentes de emision de los COE son los hospitales, consultorios médicos, clinicas
veterinarias, granjas, hogares, la excrecion y eliminacién directa de farmacos caducados;
cuantitativamente, las dos Uultimas son las principales fuentes al medio ambiente
(Figura 1), de tal modo que si no se eliminan por completo después de su paso por una
PTAR, seguiran llegando a sitios de depdsito o aguas superficiales, como rios, lagos y
canales facilitando un incremento en su concentracion (Musson y Townsend, 2009;

Moldovan, 2006; Fent et al, 2006; Nikolaou et al, 2007).
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Figura 1. Destino de los compuestos farmacéuticos en el medio ambiente.

La problematica existente por la presencia de compuestos farmacéuticos tanto en agua
tratada como superficial (Figura 2), indica que no es suficiente su tratamiento por un
método tradicional ya que ademas de su ubicuidad, los COE son persistentes a
las velocidades de las de su

consecuencia de que liberacion son mayores a

transformacion (Nikolaou et al, 2007).
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Figura 2. Concentracion de algunos farmacos en: A) agua tratada. B) agua superficial. Datos obtenidos de

o Promedio Concentracion [ng/L]

B)

diferentes estudios. Tomado y modificado de (Fent et al, 2006).
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3.1.2. Ecotoxicidad de los COE

A partir del hallazgo de farmacos en aguas superficiales se iniciaron investigaciones sobre
los efectos que pudieran tener los COE aun a concentraciones de trazas
(Fun-Choong et al, 2006), como es de esperarse, la mayoria de las investigaciones son
dirigidas hacia los efectos en organismos acuaticos (Tabla 2). Sin embargo, no se debe
descartar el hecho de que parte del agua tratada es utilizada para riego y por tanto puede
llegar al ser humano. Asimismo se ha concluido que cuanto mayor sea el coeficiente de
particion de las sustancias octanol/agua (log Kow) mayor es su toxicidad (Cleuvers, 2004)
y mas aun, la produccion de fotoproductos hallados, sugieren la oportunidad de considerar
en la evaluacién ecotoxicolégica, derivados de farmacos asi como sus efectos adversos

en organismos diferentes a los acuaticos.

Tabla 2. Reportes de ecotoxicidad de algunos farmacos.

Farmaco Efecto Referencia

Retraso en el desarrollo de peces y en la | (Henry et al, 2004;

Antidepresivos metamorfosis de ranas a largo plazo Brooks et al, 2003)

Ciclizina (CYC) Toxicidad sobre el crustaceo percebe. DLg, | (Fun-Choong et al, 2006)
Procloraperazina (PCZ) PCZ=93 ug/mL y DL5, CYC= 0.04 pug/mL

Se bioacumula en buitres y en trucha arcoiris | (Oaks et al, 2004;
Diclofenaco (Oncorhynchus mykiss). Schwaiger et al, 2004 y
Triebskorn et al, 2004)

Toxicidad crénica desde 32 pg/L observados | (Brun et al, 2006)
en bioensayos en algas del tipo Selanastrum
capricornutum.

Los resultados de los bioensayos realizados | (Isidori et al, 2005)
en las algas, rotiferos y microcrustaceos,
mostraron que los fotoproductos son mas
Naproxeno téxicos que los compuestos originales tanto
para toxicidad aguda y cronica.

Toxico para los hepatocitos de la trucha | (Gagné, Blaise y Andre, 2006)
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) que habita
principalmente en rios.

Toéxico en Hydra attenuata, a | (Quinn, Gagné y Blaise, 2008)
concentraciones desde 1 mg/L.
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3.1.3. Presencia de naproxeno en aguas residuales mexicanas

Dentro de los compuestos farmacéuticos mas consumidos tanto en México como a nivel
mundial (Figura 3), se encuentran los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) que son
adquiridos sin receta médica como es el caso del naproxeno, lo que a su vez representa

una mayor probabilidad de encontrarse en el agua (Siemens et al, 2008).

Por el momento la busqueda de COE en nuestro pais se ha realizado sélo en aguas de la
Ciudad de México y su Zona Metropolitana, documentandose la presencia de antibiéticos y
AINE en funcion de reportes internacionales sin argumentar claramente el motivo de su
identificacion (Castillo-Alanis, 2009; Siemens et al, 2008; Gibson et al, 2007). En este
sentido, es importante establecer una justificacion, ya que las concentraciones en agua y
el consumo de farmacos estan en funcion de las problematicas de salud que aquejan a

cada poblacién.
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Figura 3. Comparacién del consumo de farmacos en distintos paises. Datos de 2004. Tomado y
modificado de Siemens et al (2008).
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Como se observa en la Tabla 3, hay grandes variaciones en las concentraciones de los
farmacos que pueden ser debidas a que las regiones de toma de muestra y los métodos
de deteccion fueron diferentes; sin embargo, los tres estudios concuerdan en que el

naproxeno es el mas concentrado.

Tabla 3. Presencia de farmacos en influentes de aguas residuales en México.

Farmaco Gibson et al, 2007 Siemens et al, 2008 Castillo-Alanis, 2009
(ug/L) (ug/L) (ug/L)
Acido salicilico 0,62 — 29,06 ND ND
Trimetoprim ND 0,11 -0,32 ND
Claritromicina ND 0,37 — 1,40 ND
Clindamicina ND 0,07-0,12 ND
Clorofeno ND ND 0,07 — 5,04
Eritromicina ND <0,01-0,08 ND
Gemfibrozil 0,064 — 0,068 <0,01 - 0,22 ND
Metoprolol ND 0,21-3,10 ND
Ibuprofeno 4,38 — 5,09 0,22 - 0,54 0,38 -2,83
Naproxeno 15,22 - 16,65 2,84-6,74 3,45-54,36
Diclofenaco 1,72 - 6,36 0,25-0,55 ND
Sulfasalazina ND 0,29-0,438 ND
Bezafibrato ND 0,03-0,10 ND
Bisfenol A 0,77 — 2,50 ND 0,02 -4,27

ND: No determinado

Detectar la presencia de los farmacos en aguas que han pasado por un tratamiento

bioldgico, indica que hay una pobre eliminacién de ellos. Esto es importante ya que en

México gran parte de las aguas tratadas y residuales se destinan a riego de suelo agricola

donde pueden acumularse.
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3.1.4.Usos del naproxeno

El naproxeno es empleado para efectos antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos en el
tratamiento sintomatico de la artritis reumatoide, osteoartritis, artritis reumatoide juvenil,
espondilitis anquilosante, alivio del dolor post-operatorio, dolor posparto, dismenorrea
primaria, dolor ortopédico, dolor de cabeza (incluyendo migrana) y dolor visceral asociado

con el cancer (AHFS, 2009).

Este farmaco se metaboliza en el higado y entre los productos identificados se encuentran
el O-desmetilnaproxeno en un 28% y el otro 70% esta conformado por la suma de las
formas glucuronidadas: glucuronido acilo (50,8%), isoglucuronido isomerizado conjugado
(6,5%), glucurénido acilo O-desmetilnaproxeno (14,3%) e isoglucuronido (5,5%) como se

muestra en la Figura 4.

La eliminacion de los metabolitos es por la orina; sin embargo, éstos pueden acumularse
en pacientes con insuficiencia renal y retardar su eliminacion (AHFS, 2009; Vree et al,
1993). La concentracidon plasmatica maxima (60- 100 ug/mL) se produce entre 1-4 horas

tras la administracion oral (AHFS, 2009) y en humanos la vida media del naproxeno es de

24,7 horas.
CHj
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Figura 4. Metabolitos humanos de naproxeno (Aresta et al, 2006).
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A diferencia de los humanos, en los que la excrecion de naproxeno por via heces es
menor al 5% (AHFS, 2009), en perros, el farmaco se elimina principalmente a través de la
bilis. La larga vida media del naproxeno en perros parece ser debido a su extensa
recirculacion enterohepatica (Kahn,2005). Los datos de dosis letal media (DLsg) en

algunos animales se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. DLs, de naproxeno en otras especies.

Animal DLso Referencia
Raton v 435 mg/kg (Merck & Co., 2006)
Oral 1234 mg/kg (AHFS, 2009)
IP 500 mg/kg (Lewis, 2004)
Rata Oral 534 mg/kg (AHFS, 2009)
IP 354 mg/kg (Lewis, 2004)
Perros Oral  >1000 mg/kg (AHFS, 2009)
IV= intravenosa IP= intraperitoneal

A pesar de los beneficios aportados por el naproxeno a la salud, se pueden presentar
efectos adversos sobre el sistema nervioso; aproximadamente entre el 3 y 9% de los
pacientes presentan dolor de cabeza, somnolencia, mareos, incapacidad para
concentrarse, depresidon mental, nerviosismo, irritabilidad, fatiga, malestar, insomnio,

trastornos del suefio e incluso se puede producir meningitis aséptica.

El uso a partir de la semana 30 de gestacion debe evitarse, ya que se puede contraer el
conducto arterioso en el utero o inhibir o prolongar el trabajo de parto como resultado de la
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas. El farmaco puede ser detectado en la leche
materna alrededor del 1% (Rumack y Hall, 2010; Stockton y Paller, 1990). En la Tabla 5,
se detallan algunos casos reportados y se observa que la frecuencia de efectos adversos

en el sistema nervioso de los nifios parece ser similar a la de adultos (AHFS, 2009).
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Tabla 5. Toxicidad de naproxeno en poblacién humana.

DOSIS COMPLICACIONES* REFERENCIAS
ADULTOS
Sobredosis Efectos adversos gastrointestinales, convulsiones, somnolencia, prolongacion del tiempo de coagulacion, necrosis | (AHFS, 2009; Waugh

epidémica toxica, eritema multifome, sindrome de Stevens-Johnson, urticaria, alopecia, reacciéon pustolosa.
Prolongado tiempo de protrombina. Inhibicién de la sintesis de factores de coagulacién dependientes de Vitamina K.

y Keatinge, 1983)

Dosis terapéutica

Hombre de 39 afios desarrollé disnea y edema periorbitario, ronquera, dificultad respirar y tragar al realizar la primera
toma del tratamiento (1125 mg), un afio después se incremento la dosis (1500 mg) y presentd los mismos sintomas
iniciales. Tres mujeres de mediana edad presentaron hipersensibilidad, infiltrados pulmonares, debilidad, fatiga, tos,
fiebre, eosinofilia en sangre y esputo.

Insuficiencia renal aguda y nefritis intersticial. Disfuncidn eyaculatoria. Paciente de 71 afios desarrolld pancitopenia
severa después de su tratamiento durante ocho semanas. En el examen de médula 6sea se observo hipocelularidad
que sugiere anemia aplasica.

(AHFS, 2009;
Buscaglia, Cowden y
Brill, 1984; Briscoe-
Dwyer y Etzel, 1994)

(AHFS, 2009; Sanal &
Gur-Lavi, 1992)

NINOS

Sobredosis

Erupcion, prolongacion del tiempo de sangrado, necrosis epidémica tdxica, eritema multifome, sindrome de Stevens-
Johnson, urticaria, alopecia, eritema nudoso, reaccion pustolosa. En un estudio doble ciego 12% de los pacientes con
artritis reumatoide juvenil presentaron pseudoporfiria.

(AHFS, 2009)

Ingesta = 4 semanas

Nifio de 12 afios presenta cicatrices en zonas expuestas a la luz después de la terapia a largo plazo para la artritis
reumatoide. Pseudoporfiria se reporta en 10-20% de los tratados con naproxeno durante mas de 4 semanas. Se
sugiere formacion de metabolitos fototdxicos en un subgrupo de a individuos genéticamente predispuestos.

(Maerker et al, 2001;
Ray, Rigolizzo et al,
1988)

Dosis terapéutica

Nifia de 15 afios de edad presenta grave acidosis metabdlica y convulsiones. Seis nifios tratados para artritis cronica
juvenil presentan protoporfiria eritropoyética o porfiria cutanea tardia

(Allen, Rogers y
Humphrey, 1991;
Martinez, Smith y
Frankel, 1989)

BEBES

Sobredosis

Recién nacido presenta severa retencion de agua e hiponatremia asociada con ingesta de naproxeno por la madre
8 h previo al nacimiento. Recién nacido de 3 790 g desarrollé hipertensién pulmonar persistente después del
nacimiento con un conducto cerrado arterioso ya que la madre tomé naproxeno inmediatamente antes del parto.

(Talati, Salim y
Korones, 2000; Alun-
Jones y Williams,
1986)

* Los sintomas desaparecieron al suspender la administracién del farmaco.
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3.2. Antecedentes de la degradacién de COE

El conocimiento sobre el comportamiento de los COE permite caracterizar su forma de
eliminacién, sin embargo, esta caracterizaciéon se ha visto afectada por una amplia variacién
en las eficiencias de remocion, lo que es adjudicado a la clase de farmaco, su concentracién
en el influente, el proceso de tratamiento, el tiempo de residencia hidraulica, la técnica para
analizar el compuesto y el lugar de donde se obtuvo el inéculo de bacterias (Matamoros,
Arias, Brix y Bayona, 2009; Onesios, Yu y Bouwer, 2008). Cabe mencionar que la
desaparicion del compuesto en analisis del efluente en un sistema es lo que se conoce como

remocidn y no necesariamente es sinénimo de que haya una completa degradacion.

Por el momento se sabe que diferentes sistemas de tratamiento de aguas residuales pueden
eliminar los compuestos farmacéuticos presentes, pero se sabe muy poco sobre los
mecanismos involucrados ya que solo el monitoreo de los metabolitos y de los productos
finales de la mineralizacion puede aportar la informacidn acerca del grado de
biotransformacién (Onesios et al, 2008). Pese a dicha restriccion para poder entender la via
por la cual se eliminan los COE, se pueden hacer algunas aseveraciones al respecto teniendo
en cuenta los conocimientos sobre la biodegradacién de compuestos quimicamente similares

mas estudiados.

Una sustancia en el ambiente puede sufrir transformaciones por procesos abidticos y
biolégicos que dependeran de la estructura quimica, propiedades fisicas de la molécula per
sé y su interaccién en el ambiente en el que se encuentra (Onesios et al, 2008); en el caso de
la transformacion biologica, se le llama biodegradacion a la eliminacion de un compuesto

organico en un ecosistema por la actividad metabdlica de las diferentes especies presentes
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en el sistema, esperando que sean transformados a bidxido de carbono y agua lo que se

conoce como mineralizaciéon (Figura 5).

Al respecto de los farmacos, se sabe que su baja volatilidad indica que la distribucion en el
ambiente ocurrira primariamente por transporte acuoso, a través de la cadena alimenticia asi
como también puede ser adsorbido en sdlidos suspendidos si es lipofilico hasta alcanzar el
ambiente terrestre cuando los lodos sean utilizados como fertilizantes en la agricultura

(Nikolaou et al, 2007).

» Adsorcion
» Fotodescomposicion
» Volatilizacion

BIOLOGICA »| Biotransformacion |
@lNERALlZAClOD

Figura 5. Procesos de transformacion y destino de los farmacos. Tomado y modificado de
Onesios et al, 2008.
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Los farmacos acidos, por ejemplo acido acetilsalicilico, ibuprofeno, fenoprofeno, ketoprofeno,
naproxeno, diclofenaco e indometacina, con valores de pKa de 4,1 - 4,9, se encuentran
ionizados a un pH neutro, y por tanto no son faciimente adsorbidos permaneciendo en fase

acuosa (Nikolaou et al, 2007).

La biodegradacion tanto aerobia como anaerobia ya sea por tratamiento con lodos activados,
biorreactores de membrana, reactores secuenciales de alimentacién por lote, columnas de
arena y humedales artificiales; ha sido reportada como el proceso mas importante para la
remocion de productos farmacéuticos en fase acuosa, la cantidad removida incrementa con el

tiempo de residencia hidraulica y con la edad del in6culo de lodos activados (Nikolaou et al,
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2007); por otro lado la transformacién abidtica de productos farmacéuticos en aguas
superficiales o aguas residuales ocurren principalmente por fotdlisis; ya que la mayoria de los
compuestos farmacéuticos, incluido el naproxeno, son resistentes a la hidrdlisis (Lyman,

1985).

Por otro lado, ademas de los procesos fisicoquimicos y la biodegradacion, también se ha
reportado la participacion de plantas vasculares en la remocion de varios COE mediante

humedales artificiales (Park et al, 2009).

3.2.1. Aspectos generales sobre la biodegradabilidad aerobia rapida

De acuerdo con la Organizacion para la Cooperacidon y el Desarrollo Econdémico
(OCDE, 1992), la biodegradabilidad es “la capacidad intrinseca de una sustancia a ser
transformada en una estructura quimica mas simple por el proceso conocido como
biodegradacion”, en el cual los microorganismos utilizan los compuestos organicos para
generar productos menos toxicos que los compuestos originales, en la mayoria y en el mejor
de los casos. La biodegradacién puede ser “primaria” y conducir a simples alteraciones
estructurales del compuesto, o bien implicar su conversion a productos inorganicos de bajo
peso molecular y constituyentes celulares, en cuyo caso se denomina biodegradacion ultima o
mineralizacion que resulta en una degradacién secuencial por un consorcio de
microorganismos e involucra acciones de sinergismo y cometabolismo (Olguin, Sanchez y
Hernandez, 2000). Cuando la biodegradacion se lleva a cabo bajo condiciones aerobias y

expresada en términos de una reaccidén quimica es la siguiente:

Compuesto organico + O, +microorganismos — CO, + H,O + sales + biomasa
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Para la evaluacién de la biodegradabilidad, se han disefiado una serie de pruebas
normalizadas que garanticen resultados confiables independientemente del laboratorio en el

que sean obtenidos.

La biodegradabilidad de una sustancia se determina utilizando tres niveles sucesivos de
ensayo: las pruebas de biodegradabilidad inmediata, de biodegradabilidad intrinseca y de

simulacién (OCDE, 1992). Para evaluarla se puede medir:

- Desaparicion del compuesto de prueba medido como COD (carbono organico disuelto).
- Actividad metabdlica bacteriana medida como DBO (demanda bioquimica de oxigeno)
o DQO (demanda quimica de oxigeno).

- Produccion de CO, o consumo de O..

En dichos niveles de ensayo, inicialmente se realizan las pruebas de biodegradabilidad
inmediata, con la finalidad de clasificar a las moléculas en la categoria facilmente
biodegradable, en ellas un resultado positivo indicara la biodegradabilidad de la sustancia en
la mayoria de los medios naturales y de los sistemas de tratamiento; por otro lado, un

resultado negativo, conduce a realizar una prueba intrinseca.

Las pruebas intrinsecas utilizan condiciones experimentales mas favorables a la degradacion,
por lo que un resultado positivo implica que la sustancia es intrinsecamente biodegradable
bajo las condiciones empleadas. Por otra parte, un resultado negativo indica la persistencia

ambiental de la sustancia.

Si en una prueba intrinseca, la sustancia mostré una poca biodegradabilidad, se llevan a cabo
pruebas de simulacion, cuyo objetivo es estudiar su comportamiento en condiciones

naturales. Si el resultado de la prueba de simulacion pertinente es a su vez negativo, se
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presume que la sustancia persiste en el ambiente y que debe ser sujeta a restricciones para

su produccion y comercializacion.

En el programa de evaluacion de productos quimicos de la OCDE, se han descrito seis
meétodos que permiten la estimacion de la biodegradabilidad rapida de sustancias en un medio
acuoso aerobio (serie 301), sin embargo preferir un método en particular depende de las
caracteristicas de la sustancia de prueba (Tabla 6). Este tipo de pruebas cuya duracién es
aproximadamente 28 dias, tienen como caracteristica que restringen al maximo las
posibilidades de que la biodegradabilidad suceda, ademas es un ensayo inespecifico a los
compuestos quimicos y para realizarla se debe considerar lo siguiente: condiciones aerobias
estaticas, cantidad reducida de biomasa en un medio mineral, pH neutro y temperatura 20-

25 °C.

Tabla 6. Condiciones para elegir el tipo de prueba de biodegradabilidad aerobia rapida (OCDE, 1992).

Prueba 301 A 301 B 301 F 301 E 301D 301 C

Concentraciones de sustancia de prueba

mgb | e | 100 | e 2-10 100
mg CODIL 10-40 1020 | - 1040 | e | e
mgDTOL | e | e 50-100 | e | e | e

Concentraciones de inéculo

SST [mg/L] <30 | e e 30
mL efluente/L <100 0,5 <5 | e
=UFC/mL 10°-10* 10° 10*-10° 10’-10°
pH 7,4+0,2 7
Temperatura [ °C] 22+2 25+ 1
Método analitico COD Respirometria | Respirometria COD Respirometria | Respirometria
CO, producido consumo O O, disuelto consumo O
Apropiado Poco - + + _ + +
para solubles
compuestos
Volatiles - = + - 4 +
Adsorbibles + + + + + +
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Algunas de las condiciones mas importantes para aplicar un método de biodegradabilidad
rapida es que la poblacion microbiana inéculo no debe haber estado expuesta previamente al
compuesto de prueba y que se afiade una concentracion definida de la sustancia de estudio

como unica fuente de carbono y energia.

El nivel limite de biodegradacion exigido por estas pruebas es una disminucion del 70%
cuando se monitorea el COD, y del 60% de la demanda tedrica de O, (DTO) o de la
produccion tedrica de CO, (PTCO;) cuando se trata de pruebas respirométricas, valores que
deben alcanzarse en un periodo de 28 dias. DTO y PTCO, se calculan a partir de la
estructura quimica de la molécula considerando una biodegradacién total de la misma (OCDE,

1992).

3.2.2. Estudios de degradaciéon de naproxeno

El naproxeno se puede distribuir en el medio ambiente a través de diversas cadenas de
residuos encontrandose en la mayoria de los casos como un anion; por tanto debido a su
forma ionizada y dado que su valor de presion de vapor es de 1.89x10° mmHg a 25 °C (EPA
EE.UU., 2009; Doucette, 2000), la volatilizacién no se presenta en aguas superficiales, ni en

suelo (humedo o seco).

En el caso de que el farmaco no ionizado sea liberado al aire por la fabricacion o
descomposicidn, puede hallarse en particulas atmosféricas que son removidas por deposicidon
humeda o seca (Meylan y Philip, 1993). Cuando se encuentra en fase vapor se degrada en la
atmdésfera por reacciones con radicales hidroxilo producidos fotoquimicamente; la
susceptibilidad del naproxeno por fotdlisis directa con la luz solar o indirecta con

fotosensibilizadores como los nitratos, es debida a que contiene cromoforos que absorben a
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longitudes de onda superiores a los 290 nm (Seeber y Hoa, 2010; EPA EE.UU., 2009;
Bidleman, 1988; Lyman, 1985). Este tipo de reacciones también se han reportado en aguas
superficiales concluyendo que la fototransformaciéon es la ruta principal en la degradacién

abidtica (Andreozzi, Raffaele y Nicklas, 2003; Tixier, Singer, Oellers y Muller, 2003).

En cuanto a la degradacion biolégica del farmaco, en la Tabla 7 se muestran algunos reportes
de estudios previos, no obstante el naproxeno ha sido considerado como un compuesto que

no es facilmente biodegradable ya que su porcentaje de remocién en una PTAR es del 0,14%

(Jones, Voulvoulis y Lester, 2002; Richardson, 1985).

Tabla 7. Antecedentes de degradacién biolégica de naproxeno.

Descripcion

Observaciones

Metabolitos

Organismos

Catalisis de la
biotransformacion de
naproxeno.

El naproxeno se metabolizd
por completo a las 36 h.

O-desmetil-naproxeno, 7-
hidroxi-naproxeno, 7-
hidroxi-O-desmetil-
naproxeno.

Aspergillus niger

Goteo de aguas
residuales a través de
columnas de arena.

La eliminacién de naproxeno
por adsorcién/biodegradacion
fue completa.

NR

NR

Aislamiento e
identificacion de

metabolitos de naproxeno.

La transformacién de
naproxeno tiene similitudes con
el metabolismo de naproxeno
en mamiferos.

Desmetil-naproxeno,
desmetil-naproxeno-6-O-
sulfato.

Cunninghamella sp

Pruebas de degradacion
en lote con lodos
activados como inéculo.

El naproxeno se degrado por
cometabolismo.

Formacion de O-desmetil-
naproxeno.

In6culo de lodos
activados.

NR= No reportado
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3.3. Procesos de induccion de la biodegradacion de COE

3.3.1. Cometabolismo

Un aspecto importante que debe considerarse en los ensayos normalizados para la
evaluacion de la biodegradabilidad, es el uso de la sustancia de prueba como unica fuente de
carbono; sin embargo, esto conduce a una subestimacion de su potencial de degradacion ya
que existen sustancias que por ellas mismas no pueden servir como unica fuente de carbono
pero pueden ser degradadas por una comunidad microbiana compleja en presencia de otros

sustratos.

El cometabolismo es un proceso en el que un compuesto es degradado por un organismo sin
obtener necesariamente energia o sustratos para el crecimiento. ElI fundamento de este
fendmeno consiste en que enzimas del inicio de una ruta metabdlica (por ejemplo las
oxigenasas implicadas en el metabolismo aerobio de los hidrocarburos) pueden no tener una
especificidad demasiado estricta, es decir, la misma enzima puede degradar distintos
compuestos. De este modo se iniciaria la degradacion de un compuesto que no sustenta el
crecimiento del microorganismo en cuestion (Castillo-Rodriguez, Roldan-Ruiz y Blasco-Pla,

2005).

Los anillos aromaticos, especialmente los de tipo polinuclear condensado, como los
hidrocarburos aromatico policiclico (HAP) se degradan mas lentamente que los alcanos,
algunos con mucha dificultad y algunos en absoluto. Los efectos bioldgicos de los HAP estan
relacionados con su tamafio y estructura, que condicionan sus propiedades fisicas y quimicas
y, por tanto su distribucidn en la naturaleza. Los HAP de alto peso molecular son

relativamente inmoviles, de baja volatilidad y solubilidad en agua.
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El naproxeno es derivado del naftaleno, que a su vez es el HAP mas sencillo para ser
biodegradado. De acuerdo con algunos autores (Quintana, Weiss y Reemtsma, 2005;
Bouchez, Blanchet y Vandecasteele, 1995; Horvath, 1972), la biodegradaciéon de los HAP o
mezclas de ellos, generalmente es mediante cometabolismo, donde se considera que para la
degradacion del compuesto se requiere un co-sustrato que sea empleado como fuente de
carbono y energia para mantener el incremento de biomasa, y que éste a su vez podria
estimular la sintesis de enzimas necesarias para la degradacion del compuesto en cuestidon

(Quintana et al, 2005; Jones et al, 2002; Richardson, 1985).

Quintana et al, (2005) report6 cometabolismo por co-sustrato cuando en un sistema con
in6culo de lodos activados, el naproxeno no pudo ser utilizado como unica fuente de carbono;
sin embargo, al adicionar leche en polvo a una concentracion de 50 mg/L, y disminuir el
naproxeno a 5 mg/L, observé disminucion del 60% de naproxeno en el medio acuoso después

de un tratamiento de 30 dias (Figura 6).
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Figura 6. Degradacion de naproxeno y formacion de desmetilnaproxeno en presencia de leche como co-sustrato.
Tomado y modificado de Quintana et al, 2005.

En la Figura 7, se puede observar cdmo el naftaleno, estructura base del naproxeno, puede
ser integrado dentro de las rutas degradativas de algunos microorganismos o conjunto de

varios de ellos.
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Figura 7. (A) Integracion de las vias metabdlicas de algunos contaminantes. (B) Via degradativa de
naproxeno a partir de su metabolito 2-metilnaftaleno (Olguin et al, 2000).
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3.3.2. Bioaumento

Las practicas de biorremediacion consisten en el uso de organismos como plantas, hongos,
bacterias naturales o modificadas genéticamente para neutralizar sustancias
transformandolas en menos téxicas o convirtiéndolas en inocuas para el ambiente y la salud

humana.

La biorremediacion puede clasificarse de acuerdo al organismo que afecte la degradacion del
xenobidtico. Cuando se emplean microorganismos como las bacterias se denomina
bioaumentacion, la cual fortalece la biomasa de una PTAR inoculando microorganismos
aislados y adaptados selectivamente para degradar compuestos especificos. Esta técnica en
conjunto con los recursos convencionales, surge debido a que la calidad de la biomasa y los
microorganismos como bacterias y protozoos en distintas PTAR asi como tratamientos
industriales, pueden ser afectados negativamente por bajas temperaturas, sustancias toxicas,

altas cargas organicas o la sucesion de gran diversidad de contaminantes.

OO OH 0]

OH OH

Fenantreno

Pseudomonas OH—» o—>
= OH
oH Catecol
HO
O “/‘L ©inH — ©¢ :©/N\
Aeromonas Acido protocatectrico

Figura 8. Mecanismo de degradacién bacteriana de fenantreno (Olguin et al, 2000).

Se ha reportado, que algunas bacterias pueden degradar el naftaleno formando productos

metabdlicos que pueden ser ingresados en la via metabdlica de otros microorganismos
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(Figura 8), entre ellas se encuentran: Acidovorax sp, Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes
denitrificans, Bordetella sp, Sphingomonas sp, Pseudomonas putida, Pseudomonas sp
(Onesios et al, 2008); estas ultimas son ubicuas y productoras de biosurfactantes
extracelulares que solubilizan y facilitan la penetracion de los hidrocarburos a través de su
pared celular hidrofilica; contienen ademas enzimas degradadoras de hidrocarburos en la
membrana citoplasmatica como los ramnolipidos involucrados en procesos de remocion de

aceites y productos relacionados (Benavides-Lépez, Quintero y Guevara, 2006).
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4. METODOLOGIA

4.1. Estrategia de trabajo

En la Figura 9, se indica de modo general la metodologia llevada a cabo para evaluar la

biodegradacion del naproxeno tanto por un método estandarizado, asi como su induccion bajo

condiciones controladas.

BIODEGRADACION DE NAPROXENO

Blodegradapllldad de naproxeno

Biodegradabilidad aerobia e S —
rapida OCDE 301 F: » Cometabolismo --, ~ Eleccionde
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Cometabolismo
+

Bioaumento @

Biodegradacion =
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Biodegradacion =
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ANALISIS DE
RESULTADOS

A

Figura 9. Diagrama de Trabajo.

Se realizaron ensayos para inducir la biodegradacién de naproxeno modificando dos variables

del procedimiento de biodegradabilidad aerobia rapida 301 F de la OCDE:

1. Calidad de in6culo microbiano usando la técnica de bioaumentacion.

2. Concentracién y tipo de fuente de carbono, adicionando un co-sustrato para promover

el cometabolismo.
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Los factores de induccion fueron denominados como variables independientes y como
variable dependiente la remocién de naproxeno [5mg/L], que fue determinada en funcion del

consumo de oxigeno asi como de la cuantificacion directa del farmaco.

El disefo experimental estuvo conformado de seis arreglos por duplicado con sus respectivos
controles (Tabla 8), distribuidos en tres bloques bajo las mismas condiciones de medio de
cultivo mineral, dosificacién de oxigeno, velocidad de agitacion y temperatura durante el
periodo de ensayo. Las variables no controlables como concentracién de microorganismos al
inicio y al final de cada prueba se monitorearon con la finalidad de analizar posibles

interferencias en la evaluacion de la biodegradacion de naproxeno.

Tabla 8. Tratamientos dados en los biorreactores para inducir la biodegradacién.

Bloque | Bloque Il | Bloque Il
T1 T2 | T3 | T4 T5 T6
Lodos activados Si Si No | No Si Si

Inéculo
Pseudomonas putida KT2440 No | No Si Si Si Si

VARIABLE
Benzoato de sodio [720,5 mg/L] No Si No Si No Si
Fuente de

carbono

Naproxeno [5 mg/L] Si Si Si Si Si Si

T= Tratamiento

El analisis estadistico se realizé con varianza de una via (p=0,05) seguido de comparaciones

multiples de Tukey en el programa estadistico SPSS 15 usando las siguientes hipotesis:

Ha: El sistema con los dos factores de induccién: co-sustrato y bioaumento (T6), seria mas

eficiente en la remocién de naproxeno que los arreglos con una sola variable (T1-T5).

Ho: No habria diferencia significativa entre los tratamiento (T1-T6).
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4.2. Equipo y material de laboratorio

e Respirometro AER-200 con su aplicacion AER-ANR (AER-8U) Version 1.02 de
Challenge Technology® Environmental Systems, Inc.

e Cromatografo de gases SRI 8610C con detector FID y software Peak Simple For
Windows.

e Recirculador de agua con control de temperatura Polyscience 5005.

e Centrifuga 5424 eppendorf para realizar procedimientos de concentracion de biomasa.

e Espectrofotdmetro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 UV/Vis para ajuste de indculo
por densidad optica.

e Balanza analitica Mettler, modelo H31AR con capacidad maxima de 160 g y resolucion
de 0,1 mg.

e Balanza granataria Sartorius, modelo BL 150 con capacidad maxima de 150 g y
resolucion de 0,01g.

e Multiparametros Electron Corporation. Orion Star con electrodos para medir O, disuelto
y pH.

e Agitador magnético Thermolyne Cimarec 2.

e Agitador magnético con control de velocidad de 1200 rpm.

e Vortex Genie 2 Scientific Industries

e Ultracongelador Sanyo Ultra-low Temperature MDF-U32V para conservar las cepas de

los microorganismos empleados.

' Es un equipo que mide la “respiracion” de los organismos vivientes; el AER-200 Challenge Technology es de
tipo “headspace”, que esta disefado para contener una muestra liquida y un espacio libre gaseoso en un sistema
cerrado al que se incorpora O, para mantener constante su concentracién en el medio. La forma en que se
obtienen datos es mediante el consumo de O..
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e Material de vidrio Pyrex: matraces volumétricos de 5, 10, 50, 100, 500 y 1000 mL;
matraces Erlenmeyer de 50, 150, 300, 500, 1000 y 2000 mL; embudos gravimétricos
de vidrio estriados de tallo corto; pipetas volumétricas de 1, 5, 9 y 10 mL; pipetas
graduadas de 10 y 25 mL; vasos de precipitados de 50, 100 y 250 mL; pipetas Pasteur;
matraz Kitazato de 500 mL; viales de vidrio (12 mL de capacidad) con tapén horadado
de polipropileno y septa de teflon.

e Vial de vidrio ambar de 4 mL de capacidad con tapdon horadado de polipropileno y
septa de teflon.

e Barras magnéticas recubiertas de teflon de 10 mm x 3 mm y 50 mm x 8mm.
Gases empleados.

e Respirometria. El oxigeno suministrado al respirometro AER-200 Challenge
Technology, fue oxigeno extra seco UN 1072 de INFRA.

e Cromatografia. Los gases empleados para el empleo del detector de ionizacién por
flama (FID) del proveedor INFRA fueron: Hidrogeno cromatografico (99,998% min) UN
1049 y Aire comprimido extra seco UN 1002.

Como gas acarreador se empled Nitrégeno cromatogréfico (99,998% min) UN 1066.
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4.3. Ensayos previos

4.3.1. Solucion estandar de naproxeno
Se prepardé una solucidn estandar de naproxeno (C14H14O3, Sigma-Aldrich) en metanol
(CH3OH, JTBaker) a una concentracién de 43,1 mg/mL (C. V. = £ 0,2%) y se conservo a 4 °C

hasta su uso en un vial protegido de la luz.

La solucion estandar fue valorada por titulacion directa como se indica en la FEUM (CPFEUM,
2004), por quintuplicado, con solucion de NaOH 1,7 mM preparada a partir de una solucion de
NaOH 0,8527 N; la estandarizacién de ésta se realizé con biftalato de potasio y se empled

fenolftaleina como indicador.

4.3.2.In6culo proveniente de lodos activados en los biorreactores

Todas las muestras de lodos activados fueron obtenidas del tanque de aireacion de la PTAR
Chapultepec ubicada en la esquina de lateral del Periférico con Ferrocarril de Cuernavaca,

Lomas de Chapultepec. Delegacién Miguel Hidalgo.
El ajuste del volumen de indculo adicionado a los biorreactores, se realizé del siguiente modo:

Para la evaluacion de la biodegradabilidad, el volumen de in6culo empleado se tomé de
acuerdo con el método recomendado por la OCDE para la determinacion de sodlidos
suspendidos totales (SST) hasta ajustar una concentraciéon en el intervalo de 30 a 50 mg

SST/L en cada reactor (anexo 9.1).

En los ensayos de induccion de la biodegradacion, el inéculo se tomé en funcién de la

viabilidad celular de bacterias meséfilas aerobias totales por el método de gota o de Miles-
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Misra (Ramirez-Gama et al, 2006), en placas de agar nutritivo. Aunque se sabia que no todos
los microorganismos presentes en la muestra eran cultivables y ademas dan poca informacién
acerca de las bacterias degradadoras especificas, se consideré que es una medida mas

representativa de la cantidad de microorganismos presentes en la muestra.

El método para la toma del inéculo a partir de lodos activados se seleccion6 luego de
comparar la viabilidad celular a partir del sobrenadante (SN) como recomienda Vazquez-

Rodriguez, Garabétian y Rols (2007), respecto a una mezcla de lodos (MIX)

El motivo del cambio respecto al método empleado para evaluar la biodegradabilidad fue
porque los SST no podrian ser suficientemente representativos de los microorganismos vivos
presentes en la muestra, ya que no hay modo de diferenciarlos de elementos organicos,

microorganismos muertos, particulas minerales y compuestos recalcitrantes presentes.

El método seleccionado para la obtencion del indculo fue el MIX realizado como se indica a

continuacion:

1. Colectar una muestra matutina de aproximadamente 1L de lodos activados.

2. Mantener los lodos en aireacion y agitacion moderada durante 4 horas.

3. Medir pH y si es necesario ajustar a la neutralidad con soluciéon de H,SO4 0,1 M.

4. Dejar sedimentar los lodos media hora.

5. Descartar el sobrenadante y adicionar medio mineral OCDE manteniendo el volumen
1:1 con respecto al sedimento de lodos.

6. Mantener en agitacion hasta su uso.

El procedimiento realizado para la obtencién del in6culo a partir del sobrenadante (SN) se

describe en el anexo 9.2.
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4.3.3. Validacion del sistema respirométrico

Los ensayos de biodegradacion se evaluaron respirométricamente por consumo de oxigeno y
previo a cada experimento se verificd la repetibilidad de las celdas con el procedimiento

descrito en el anexo 9.6.

Para validar el funcionamiento y evaluar la precision del equipo, en cada biorreactor se realizo
una curva de crecimiento de lodos activados alimentados con una mezcla de 150 mg/L de
glucosa + 150 mg/L de acido glutdmico en medio mineral (Young y Cowan, 2004; APHA,

AWWA y WPCF, 1998).

4.4. Evaluacion de la biodegradabilidad aerobia rapida del

naproxeno usando el procedimiento OCDE 301-F

Se selecciond el procedimiento normalizado OCDE 301-F: respirometria manométrica para
evaluar la biodegradabilidad del naproxeno de acuerdo con las condiciones sehaladas en la

Tabla 6 (pag. 21), asimismo se consideraron los siguientes aspectos:

o Es una prueba adecuada para compuestos poco solubles en agua como el naproxeno
(15,9 mg/L a 20 °C).

° No se manipulan las muestras durante el ensayo respirométrico, pues el equipo registra
instantaneamente el consumo de oxigeno sin tener que abrir el biorreactor de modo que
se puede observar el momento en que se inicia la biodegradacion del naproxeno.

. Como la solucion estandar del farmaco se encontraba disuelta en metanol, llevando
consigo DTO propia del disolvente, en los reactores que no tenian naproxeno se coloco

la cantidad de solvente equivalente al volumen de la solucion estandar.
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o Si bien, la sustancia de referencia soélo se utiliza para validar que el sistema esta
funcionando correctamente, se decidid utilizar el benzoato de sodio (CrsHs02Na,
JTBaker) ya que es estructuralmente semejante al naproxeno en cuanto a que ambas

sustancias son de naturaleza aromatica.

Se monitoredé durante 28 dias respirométricamente el consumo de oxigeno en ocho
biorreactores que se mantuvieron bajo condiciones constantes: pH neutro, temperatura

2211 °C y velocidad de agitacion a 600 rpm.

Se colocaron 400 mL en cada biorreactor del medio mineral indicado por la OCDE (Tabla 25,
anexo 9.5), se midi6 el oxigeno disuelto para asegurar condiciones aerobias en el medio de
biorreaccion verificando que fuera de 7 mg/L ya que es la maxima concentracion que se
puede tener en la Ciudad de México a temperatura ambiente, 585 mmHg de presion

atmosférica y 2240 metros sobre el nivel del mar (Ambriz-Rivas, 1998).

Se agreg6 de cada compuesto a evaluar, la cantidad equivalente a 100 mg DTO/L (anexo 9.3)
agitando hasta obtener una mezcla homogénea, se adiciono6 el volumen adecuado de inéculo
de lodos activados obtenidos del tanque de aireacion de la PTAR para tener una
concentracion final de 30-50 mg SST/L y finalmente se llevé a volumen de 500 mL. Los
reactores se mantuvieron a temperatura y agitacion constante (22+1 y 600 rpm)
respectivamente, su contenido se muestra en la Tabla 9 y el protocolo a detalle se describe en

el anexo 9.5.

El volumen adicionado de la solucion estandar de naproxeno a la mezcla de biorreaccion fue
de 0,5 mL para obtener 95,7 mg DTO/L. La equivalencia de naproxeno en DTO se calculé sin

considerar la nitrificacion debido a que por el método respirométrico el consumo de oxigeno
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relacionado con dicho proceso es despreciable y porque la sustancia en estudio no contiene

atomos de nitrégeno.

Tabla 9. Composicion de los biorreactores para evaluar la biodegradabilidad aerobia rapida de
naproxeno.

Reactor Nombre Contenido*
MP, y MP, Prueba Inéculo + solucion estandar de naproxeno [100 mg DTO/L]
MCN; y MCN, Blanco Indculo + metanol

Referencia de procedimiento Inéculo + metanol + benzoato de sodio [100 mg DTO/L]
MR, Yy MR>
MT Toxicidad Solucién estandar de naproxeno [100 mg DTO/L]

+ benzoato de sodio [100 mg DTO/L]

MA Degradacion abiética Solucién estandar de naproxeno [100 mg DTO/L] + HgCl,

*A cada biorreactor se le adicioné medio mineral en cantidad suficiente para obtener 500 mL.

4.5. Induccién de la biodegradacién de naproxeno

Como se menciond en la seccion 3.2.1, la OCDE senala que la biodegradabilidad de una
sustancia es determinada en tres niveles sucesivos de ensayo, indicando que si una sustancia
no es facilmente biodegradable se debe evaluar su biodegradabilidad intrinseca (OCDE,
1992); sin embargo se decidio inducir la biodegradacion modificando el procedimiento OCDE
301 F, por las siguientes razones que lejos de aumentar el potencial de biodegradacion del
inoculo, pueden producir mas resultados negativos que otras pruebas con igual concentracion

de biomasa (Vazquez-Rodriguez y Beltran, 2004).

a. Las pruebas de biodegradabilidad intrinseca generalmente requieren largos tiempos de

ensayo (hasta por 6 meses).
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b. Se debe tener contacto continuo con nuevo efluente que funge a la vez como inéculo y
una fuente alterna de carbono.

c. Para dichas pruebas se emplean concentraciones elevadas de la sustancia a evaluar
que pueden ser toxicas para los microorganismos y ya no serian representativas de lo

reportado en aguas residuales, tratadas y/o superficiales.

De acuerdo a referencias bibliogréaficas, el naproxeno no es faciimente biodegradable, por
tanto, y con base en los resultados de la evaluacion de la biodegradabilidad, se realizaron
ensayos de induccion de la biodegradacion, mediante el procedimiento OCDE 301 F:

Respirometria Manométrica modificando algunas de las condiciones (Tabla 10).

Tabla 10. Variables modificadas para inducir la biodegradacién aerobia de naproxeno.

VARIABLE OCDE INDUCCION

pH Neutro

Temperatura 22 °C

Medio mineral 500 mL

Velocidad de agitacion [rpm] 600

Concentracion sustancia referencia 100 mg DTO/L [60,2mg/L] 5 mM

Concentracion sustancia de prueba 100 mg DTO/L [45,0 mg/L] 5 mg/L

Lodos activados

Inéculo Lodos activados Pseudomonas sp.
Lodos activados +
Pseudomonas sp.

Se establecié una concentracién mas baja de la sustancia de prueba que la empleada en la
evaluacion de la biodegradabilidad considerando para ello, los valores maximos de
cuantificacion cromatografica del compuesto derivatizado por la técnica MEFS y que a su vez

pudiera ser detectable por el respirobmetro que registra un consumo minimo de
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aproximadamente 0,060 mg O, por tanto, el volumen adicionado de la solucién estandar fue
de 60 uL para obtener la concentracién de 5 mg/L en el medio de biorreaccion, lo cual es

equivalente a 11,5 mg DTOIL.

La actividad microbiana se monitore6 mediante consumo de oxigeno respirométricamente y
por el método de cuenta de Miles-Misra (Ramirez-Gama et al, 2006) en agar nutritivo al inicio

y al final de cada uno de los ensayos.

La degradacion del farmaco se determind por cuantificacion del mismo al inicio y al final de

cada tratamiento de induccién por el método de MEFS-CG (seccion 4.5.7).

4.5.1. Seleccion del co-sustrato para la evaluacién del cometabolismo

Se ha reportado que el naproxeno puede ser metabolizado en un 60% en presencia de leche
como co-sustrato (Quintana et al, 2005); sin embargo, en dicho estudio no se justifico su
eleccion, por ello en la presente tesis primero se realizé la eleccion del co-sustrato para

evaluar si su adicion influye en la degradacion del farmaco.

Durante cinco dias se monitored, por duplicado, el consumo de oxigeno por un inoculo de
lodos activados [30 mg SST/L] en el respirometro de tal modo que en los reactores se

colocaron =100 mg DTO/L de tres sustancias:

e Benzoato de sodio (C;HsO,Na, JTBaker), cuya estructura al igual que el naproxeno es
de naturaleza aromatica, ademas es un compuesto que la OCDE ha marcado como
sustrato para un control positivo por ser facilimente biodegradable y por su presencia en
el ambiente.

e Lactosa, que es el azucar base contenido en la leche y que fue empleado como co-

sustrato por Quintana (2005).
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e Almiddn soluble [(C12H22014)n, grado ISO, Merck], un carbohidrato que se encuentra
muy comunmente en efluentes y que por hidrolisis enzimatica puede ser empleado

como fuente de glucosa.

El blanco empleado se conformé de medio mineral inoculado con lodos activados sin fuente
de carbono adicionada y el co-sustrato elegido fue el que se degraddé mayormente en menor
tiempo en funcion del consumo de oxigeno, y a su vez aquel cuyo in6culo pudo desarrollar
colonias en el medio agar cetrimida (seccion 4.5.2). Para los ensayos de induccién, la

concentracion establecida del co-sustrato fue de 5 mM (Santos, Benndorf y Sa-Correia, 2004).

4.5.2. Selecciéon de Pseudomonas sp. para evaluaciéon de bioaumento

Una vez concluido el periodo de prueba para la seleccion del co-sustrato, se tomaron
muestras de cada reactor y se buscd la presencia de bacterias que pudieran desarrollar

colonias en tres distintos medios de cultivo:

1. Medio semisdlido de tioglicolato sin indicador. Se inocul6 por picadura para observar la

presencia de bacterias aerobias y anaerobias. Se incubé durante 18 h a 28 °C.

2. Cultivo en placa de agar soya tripticasa, un medio rico no selectivo para observar si las
sustancias empleadas (lactosa, almidon o benzoato de sodio) tuvieron algun efecto

inhibitorio, lo cual se comprobaria al observar poco o nulo crecimiento en este medio.

3. Siembra por estria radial en placa de agar cetrimida tomada de la parte superficial del
tubo con tioglicolato (bacterias mesodfilas aerobias), para observar la presencia de
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida. Es
importante considerar que si bien este medio es recomendable para el aislamiento de

dichas especies, también pueden crecer organismos que pudieran 1) tolerar la

40



Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

cetrimida (bromuro de cetil trimetil amonio) que es un detergente catidnico que inhibe
una amplia variedad de otros organismos al liberar el nitrégeno y el fésforo de las
células de casi toda la microbiota acompanante incluidos otras determinadas especies
de Pseudomonas, y 2) utilizar la peptona como fuente de nitrégeno, el glicerol como
fuente de carbono, asi como producir pigmentos (piocianina, pioverdina y/o

piomelanina) estimulados por el cloruro de magnesio y el sulfato de potasio.

Una vez corroborada la sobrevivencia del inéculo y la presencia de Pseudomonas sp en el
medio con el co-sustrato elegido, para bioaumentar los sistemas de induccion, se evaluaron
las siguientes especies bacterianas que han sido reportados con capacidad de biodegradar

HAP:

a) P. aeruginosa, presenta una serie de actividades naturales como la degradacion de
sustratos alifaticos en condiciones anaerobias, y degradadora de hidrocarburos
aromaticos y HAP como el pireno. Tiene la capacidad de sintetizar ramnolipidos
cuando se encuentra en la fase estacionaria de su crecimiento por lo que se puede
emplear en la primera fase del proceso de biorremediacion, contribuyendo con la
movilizacion y solubilizacién de los contaminantes durante la fase siguiente de
mineralizacion (Benavides-Lépez et al, 2006).

b) P. alcaligenes tiene capacidad de usar fenoles y gasolina como fuente de carbono y
tolera temperaturas de 41 °C. Se ha aislado de suelo, agua y lodos activados por lo
que es posible emplearla como bioaumento en algunos tratamientos. Se ha reportado
que es capaz de remover 4515% de fluoranteno después de 28 dias. (Hickey et al,

2007).
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c) P. fluorescens se ha reportado con capacidad para metabolizar, naftaleno, fenantreno y
fenoles (Hermoso-Berruecos, 2008).

d) Pseudomonas putida posee la enzima tolueno dioxigenasa lo que la hace una buena
candidata para aplicaciones como biorremediacion. La cepa KT2440 no es patdégena y
es utilizada frecuentemente en estudios genéticos y fisiolégicos en el desarrollo de
aplicaciones biotecnolégicas, asi como también es un modelo experimental util en el
estudio de catabolismo de compuestos aromaticos (Santos et al, 2004). Es capaz de
participar en una ruta metabdlica para tolueno y xileno a través de benzoato y toluato;
por lo que resulta buena candidata para inducir la biodegradacion de naproxeno
mediante la via metabdlica de degradacion del benzoato (Regenhardt, Heuer y
Fernandez, 2002; Ramos-Diaz y Ramos, 1998).

e) Pseudomonas stutzeri se encuentra ampliamente distribuida en suelo y agua,
asimismo, muestra alta versatilidad metabdlica incluyendo la mineralizacion de

naftaleno (Onesios et al, 2008).

Las especies P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. fluorescens y P. stutzeri fueron aisladas e
identificadas en el Laboratorio de Microbiologia Experimental; P. putida KT2440 fue donada

por la Dra. Herminia de Jesus Loza-Tavera.

Las bacterias conservadas a -80 °C; se activaron en caldo BHI (infusién cerebro corazon) y
previo a la seleccion se realizaron pruebas de pureza. Para observar si habia algun tipo de
contaminaciéon se sembraron por estriado de cuadrante radial en placas de agar sangre, se
observaron las caracteristicas de las colonias en cuanto a su forma, elevacién, bordes, textura
y color; asimismo se realizaron tinciones de Gram que se observaron a detalle en el

microscopio.
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Para seleccionar la especie del género Pseudomonas empleada en los experimentos de
bioaumento, se se evalué su capacidad para utilizar el benzoato de sodio (co-sustrato
seleccionado) como unica fuente de carbono y energia, de modo que una vez confirmada la
pureza de cada especie bacteriana, se tom6é una asada de una colonia crecida en agar
sangre, se dejo incubando 24 h en medio mineral con peptona y se continué con el siguiente

esquema:

i. En un tubo eppendorf se colocd 1 mL del cultivo y se centrifugd a 4500 x g durante
2 minutos.

il Para obtener una muestra concentrada 5 veces, se deseché el sobrenadante y se
le adiciond otro mililitro de cultivo, se resuspendid la pastilla y se centrifugd
nuevamente a 4500 x g durante dos minutos.

iii. Se repitieron los incisos i.y ii. hasta juntar 5 mL.

iv. Lavado del concentrado. Este se realizé para eliminar la peptona que pudiera

encontrarse aun en el medio. La pastilla final se resuspendié en 1 mL de medio
mineral con co-sustrato a una concentracién de 720,5 mg/L o 5 mM (MMg); se
centrifugd a 4500 x g durante 2 minutos, se deseché el sobrenadante y se adicion6
1 mL de medio mineral. Este paso se realizd tres veces, en el ultimo lavado no se
eliminé el sobrenadante, soélo se resuspendio la pastilla.

V. Se tom6é 1 mL de la muestra concentrada y se adicioné a un tubo de ensayo
(13x100) con 4 mL de MMg, se mezcld en Vortex en el nivel 3 durante 10 segundos.

Vi. Por triplicado, se tomé 1 mL de muestra y se leyd en el espectrofotometro (Asoo)

utilizando como blanco la solucion de MMg. Con la curva de McFarland (anexo 9.4,
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Grafica 14) se calculd el volumen a tomar de la muestra para tener una
concentracion inicial de Pseudomonas sp. de 1,2x10° UFC/10 mL (As00=0,060).

Vii. Una vez adicionado el inéculo al MMz, se midié la absorbancia (Asoo) para obtener
los valores reales de absorbancia inicial.

viii. Se incubaron los tubos durante 48 h a 30 °C.

iX. Para evitar incremento de la absorbancia por pigmentos excretados de las
bacterias, se lavaron las muestras como se describidé en el inciso ii. y se ley6 la
absorbancia final.

X. Por ultimo se realizé una comparacién de los incrementos de absorbancia de las
muestras y se eligié para los ensayos de bioaumento la especie que crecié mas en

el MMg.

Para la especies del género Pseudomonas en las que no hubo diferencia significativa para
utilizar el MMg, se seleccionaron las que pudieran tolerar la presencia de naproxeno [10 mg/L]
en vez del co-sustrato, para ello se realiz6 nuevamente el procedimiento pero esta vez

tomando el indculo inicial a partir de los tubos que degradaron el benzoato de sodio.

4.5.3. Efecto de diferentes dosis de naproxeno en P. putida KT2440

Es posible que elevadas concentraciones de naproxeno puedan inhibir el crecimiento de
P. putida KT2440 (especie seleccionada), por lo que se realizé un ensayo para evaluar el
efecto de diferentes dosis del farmaco a modo de determinar la concentracion de trabajo en

los experimentos de biodegradacion.

En esta seccion se evalud el crecimiento de la bacteria en presencia del farmaco a tres

diferentes concentraciones: baja [0,5 mg/L], media [2,5 mg/L] y alta [5 mg/L].
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La concentracién mas alta [5 mg/L], aunque es sélo el 11% de lo empleado en el ensayo de
biodegradabilidad, es comparable con las concentraciones reportadas en aguas tratadas
(Boyd, Zhang y Grimm, 2005). En cuanto a la parte analitica, es lo maximo que se puede
detectar por la metodologia estandarizada MEFS-CG (seccién 4.5.7) y es el limite de
cuantificacion en el sistema respirométrico, lo cual fue considerado porque con dicho sistema
se indujo la biodegradacién. Esa misma concentracion fue reportada para evaluar la
biodegradacién con lodos activados del farmaco asistida con leche como co-sustrato

(Quintana et al, 2005).
El experimento se realizé como se describe a continuacion:

Se descongeld una alicuota de 0,5 mL de P. putida KT2440 y se activd en 9,5 mL de
caldo BHI durante 10 horas a 28 °C y 200 rpm.

Se tomaron 2 mL del cultivo y se inocularon en un matraz con 198 mL de MMg, se
incubd por 17,5 horas para obtener un cultivo en fase exponencial (Asoo entre 0,6 - 0,8).
Con la ecuacion de la curva de McFarland, se calculd el volumen a tomar para tener al
final Aspo=0,05 en un volumen total de 100 mL de MMg.

Una vez inoculados los matraces, se incubaron durante 6 horas, con agitacién de
200 rpm y a 28 °C, para obtener Agpo= 0,2.

Cuando el cultivo tuvo la densidad 6ptica deseada (As00=0,2), se adiciond la solucion
estandar de naproxeno con sus respectivos controles como se indica en la Tabla 11.

Se registrd la absorbancia de la muestra a los tiempos: 0, 0,5, 1, 2, 4, 15, 19,5, 23,5 y

28 h; considerando como t=0 h a partir de la adicion del farmaco.
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Tabla 11. Condiciones experimentales de la prueba de toxicidad de naproxeno en P. putida KT2440.

Condicion Contenido

CTRL NEG Bacterias en MMp

0,5 mg/L Naprox Bacterias en MMg + 0,5 mg naprox/L

0,5 mg/L Naprox CTRL Bacterias en MMg + X mL de metanol

2,5 mg/L Naprox Bacterias en MMg + 2,5 mg naprox/L

2,5 mg/L Naprox CTRL Bacterias en MMg + Y mL de metanol

5,0 mg/L Naprox Bacterias en MMz + 5,0 mg naprox/L

5,0 mg/L Naprox CTRL Bacterias en MMg + Z mL de metanol

El volumen de metanol empleado en las condiciones Naprox CTRL (X, Y y Z) fue el mismo que se adiciono
de la solucién estandar de naproxeno a las condiciones Naprox. La medicién se realizé por cuadruplicado.

4.5.4. Biodegradacion de naproxeno por indculo de lodos activados bajo

condiciones de co-sustrato

Ya que se obtuvieron todos los resultados de los puntos anteriores, se inicié el Bloque | de
induccion de la biodegradacion de naproxeno evaluandola por consumo de oxigeno en el
respirometro y por cuantificacion del farmaco con MEFS-CG (seccion 4.5.7). Asimismo se
realizoé cuenta en placa de bacterias mesdéfilas aerobias al inicio y al final de la prueba por el

método de gota de Miles-Misra (Ramirez-Gama et al, 2006).
El procedimiento para este bloque se describe a continuacion:

i. Se colocaron en los reactores del respirometro los tratamientos indicados en la Tabla
12.
ii.  En condiciones de asepsia se tomaron 50 mL de muestra de cada reactor para realizar,

por sextuplicado, la cuantificacion de bacterias mesdfilas aerobias en agar nutritivo
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incubadas a 30 °C por 16 horas. Se guardd la muestra a 4 °C para posteriormente
realizar la cuantificacion inicial del farmaco.

iii. Cuando ya no se observd un consumo de oxigeno significativo, se detuvo el sistema
respirométrico y se tomoé una muestra para la cuantificacion final de bacterias. El
volumen restante se filtré con papel filtro de poro medio y se mantuvo bajo las mismas

condiciones que la muestra inicial.

Tabla 12. Contenido de los reactores de induccion de la biodegradaciéon con lodos activados.

Cometabolismo Naproxeno Control positivo | Control negativo
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Inéculo [mL] 10
Co-sustrato [mg/L] 7205 | 7205 | @ -
Naproxeno [mg/L] 5 mg/L
El mismo que se haya adicionado de la
Metanol[m,t] | - solucién estandar de naproxeno a R1,
R2, R3Y R4

Medio mineral [mL] | En cantidad suficiente para obtener 500 mL de medio de biorreaccion

4.5.5. Biodegradacion de naproxeno por inéculo de P. putida KT2440 bajo

condiciones de co-sustrato.

En el bloque I, la induccién de la biodegradacién de naproxeno se evalué por consumo de
oxigeno respirométrico y por cuantificacion del farmaco con MEFS-CG (seccion 4.5.7); este
meétodo para evaluar la induccién fue valido empleando un cultivo puro, ya que se empled un
tipo de bacteria caracterizada y con actividad degradadora comprobada. Por otro lado, se

realizé la cuantificacion bacteriana al inicio y al final de la prueba por el método de gota de
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Miles-Misra (Ramirez-Gama et al, 2006) para verificar la similitud de su concentracion al inicio

del ensayo en todos los reactores.
El procedimiento de este bloque se realiz6 como se indica a continuacion:

i. Se activd en caldo BHI una alicuota conservada a -80 °C de P. putida KT2440
incubando durante 18 h a 30 °C con agitacion de tipo orbital a 300 rpm.

ii.  Del cultivo obtenido se tomd una alicuota de 2 mL y se resembré en MMg. Se incubd
durante 18 h a 30 °C y posteriormente con la curva de McFarland se ajusté la
concentracion del indculo por densidad 6ptica (Aso) =1x10* UFC/mL.

iii. Se colocaron en los reactores del respirometro los tratamientos indicados en la Tabla
13.

iv.  En condiciones de asepsia se tomd una alicuota de 50 mL de cada reactor y se tratd

del mismo modo descrito a partir del inciso ii de la seccién 4.5.4.

Tabla 13. Contenido de los reactores para inducir la biodegradaciéon con P. putida KT2440.

Co-sustrato Naproxeno Control positivo Control negativo
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Inéculo [UFC/mL] ~1x10° UFC/mL
Co-sustrato [mg/L] 7205 | - 7205 | -
Naproxeno [mg/L] 5 | e— |
Metanol[mL] | = @ —— | El mismo que se haya adicionado de la
solucién estandar de naproxeno a R1, R2,
R3y R4
Medio mineral [mL] | En cantidad suficiente para obtener 500 mL de medio de biorreaccion.
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4.5.6. Biodegradacion de naproxeno modificando factores bidticos y

abioticos

Presencia de Pseudomonas sp en lodos activados

Asi como se verificd la presencia de Pseudomonas sp y/o bacterias que pudieran tolerar la
cetrimida en muestras de los biorreactores donde se seleccioné el co-sustrato (seccién 4.5.2),
también se realizé un estudio en diferentes muestras de lodos activados recién recolectados
para hacer una determinacion aproximada de la concentracion de dichos microorganismos en

una PTAR.

Esta evaluacidon se realizO someramente por cultivo en placa considerando como
representativo del 100% a la poblacién en unidades formadoras de colonias (UFC) que
pudieran desarrollarse en agar nutritivo y en funcion de ellos determinar la proporcion de
Pseudomonas sp presentes en lodos activados determinadas al inocularse la misma muestra
en agar cetrimida. El procedimiento de cuantificacion bacteriana se realizé por el método de

gota de Miles-Misra (Ramirez-Gama et al, 2006).

Adaptacion de la comunidad microbiana

Los lodos activados estan compuestos por diferentes microorganismos (protozoarios,
rotiferos, etcétera), que difieren en sus velocidades de crecimiento. Este hecho establece la
division de la comunidad en microorganismos de crecimiento rapido y lento cuyas

proporciones son determinadas por las condiciones del sitio donde se obtuvo el inéculo.
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Antes de evaluar la biodegradacién del naproxeno, se realizé una prueba para averiguar si la
proporcion de bacterias colocadas en los reactores se mantenia constante, esto debido a que
generalmente, en presencia de un sustrato en una comunidad diversa se puede presentar
competencia interespecifica por consumo de sustrato, lo que puede conducir a interacciones
alopaticas en donde una especie puede inhibir el desarrollo de otra. En esta parte del ensayo,
se obtuvieron datos de consumo de oxigeno, por duplicado, de tres calidades de inéculos y

con la misma concentracién inicial de bacterias [1x10* UFC/mL].

a) Lodos activados
b) Mezcla en proporcién 1:1 de lodos activados [5x10° UFC/mL] con P. putida KT2440
[5x10° UFC/mL]

c) Pseudomonas putida KT2440.

Este experimento tuvo una duracién de 90 h y se adicioné benzoato de sodio [720 mg/L] como
fuente de carbono en todos los sistemas. La técnica para evaluar interferencias en la
adaptacion es descrita en el apartado “Presencia de Pseudomonas sp en lodos activados” de

esta seccién

Biodegradacion con co-sustrato y bioaumento

Para el bloque Il de induccidon de la biodegradacion de naproxeno, se evaluaron
simultdneamente los dos parametros de las secciones 4.5.4 y 4.5.5 de tal modo que como
factor abidtico se indujo cometabolismo con el benzoato de sodio [720 mg/L] y como factor

bidtico se indujo el bioaumento con la P. putida KT2440.

En este experimento se evalué el consumo de oxigeno de la mezcla de indculos en
proporcion 1:1 (lodos activados + P. putida KT2440) en el respirometro y se cuantificaron
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bacterias mesdéfilas aerobias totales al inicio y al final de la prueba por el método de gota de

Miles-Misra (Ramirez-Gama et al, 2006).
El procedimiento seguido fue el siguiente:

i. En los biorreactores del respirometro se colocaron los tratamientos indicados en la
Tabla 14.

e El volumen de in6culo de la especie de P. putida KT2440 se obtuvo de un cultivo
de 18 h en MMg y se determind por Asgp en funcidn de la curva de McFarland
siendo el necesario para tener una concentracion de = 5x10° UFC/mL.

ii. En condiciones de asepsia se tomo6 una alicuota de 50 mL de cada biorreactor y se
continud con el procedimiento descrito a partir del inciso ii de la seccion 4.5.4.
iii. La determinacion de la concentracion inicial y final del naproxeno se describe en la

seccion 4.5.7.

Tabla 14. Contenido de los reactores para el experimento de biodegradacién con bioaumento.

Cometabolismo Naproxeno Control positivo | Control negativo
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
P. putida KT2440 ~5x10% UFC/mL
Inéculo
Lodos activados 5 mL (=5x10% UFC/mL)
Co-sustrato [mg/L] 7205 | @ - 7205 | e

Naproxeno [mg/L]

El mismo que se haya adicionado de la
solucion estandar de naproxeno a R1,
R2, R3Y R4

Metanol [mL]

Medio mineral [mL] En cantidad suficiente para obtener 500 mL de medio de biorreaccion.
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4.5.7. Cuantificacion de naproxeno por MEFS-CG

El procedimiento para la cuantificacién del farmaco en las muestras se realiz6 siguiendo el

método validado por Castillo-Alanis (2009) como prosigue:

i. Se filtraron 25 mL de muestra en un embudo gravimétrico con papel filtro Whatman
No. 1y se ajustd su pH=3 con HCI 0,1 N.

ii. Se colocaron 5 mL de la muestra acidificada y 0,9 g de NaCl (JTBaker) en un vial
de 12 mL con tapdn horadado y septa de teflon; el NaCl sirvié para incrementar la
fuerza idnica por efecto “salting out”, favoreciendo la adsorcion de los compuestos
en la fibra.

iii. En el vial con la muestra se colocé un agitador magnético de 10 mm x 3 mm, se
sello con teflon y se coloco sobre la parrilla de agitacion manteniendo la muestra a
25 °C y 1200 rpm durante 5 minutos, para mantener la mezcla homogénea.

iv. Microextraccion en fase solida (MEFS):

a. Se introdujo la fibora PEG (Polietilenglicol/Carbowax con aguja calibre 23 de
60 ym de espesor con soporte para inyeccion manual Supelco),
acondicionada como indica el fabricante, en el vial quedando junto al vértice y
se mantuvo la muestra en extraccion durante 15 minutos.

b. Se retir6 la fibra PEG del vial y se coloco en el headspace de un vial de 4 mL
con 100 pL de MTBSTFA (N-metil-N-t-butildimetilsililtrifluoroacetamida,
CoH1sF3NOSI, grado derivatizacion >97%, Aldrich), realizando de este modo la

silanizacion o derivatizacion durante 30 minutos.
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V. Cuantificacion por cromatografia de gases (CG):
a. Una vez transcurrido el tiempo indicado, se retir6 la fibra del vial y se colocé en
el inyector del cromatégrafo de gases a 240 °C dejandose desorber durante 10

minutos.
Condiciones Cromatograficas

Se utilizé un cromatografo de gases SRI 8610C con detector de ionizacién por flama (FID) a
280 °C; columna capilar Alltech Heliflex AT™-5 (5% fenil)- 95% metilpolisiloxano (30 m x 0,32
mm ID x 1 um FT). Inyector en modo splitless a 240 °C. Flujo constante de H, 25 mL/min y
aire 250 mL/min para el detector FID, y como gas acarreador N, 20 mL/min. Previo al analisis

se realizé acondicionamiento de columna en isoterma a 300 °C durante 20 minutos.

Para la cuantificacidon del naproxeno se utilizé el siguiente programa de temperaturas: 70 °C
durante 2 minutos, rampa de temperatura de 10 °C/min hasta 300 °C y se mantuvo asi por 5

minutos.

Curva de calibracion

a) Se preparé una solucién concentrada de naproxeno en metanol [1 mg/mL].

b) A partir de la solucidn concentrada se realizaron diluciones con agua desionizada y
acidificada (pH=3) para obtener las siguientes concentraciones: 0,5 ppm, 1 ppm, 2,5
ppm, 5,0 ppmy 10 ppm.

¢) Cada punto de la curva de calibracién se obtuvo realizando el procedimiento de MEFS-

CG, por triplicado, como se indicé anteriormente.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Ensayos previos

5.1.1.In6culo de lodos activados

Como se observa en la Tabla 15, las muestras empleadas como inéculo cumplieron con lo
establecido por la OCDE respecto al pH (inferiores a pH=8) ya que se sabe que esta
relacionado con procesos enzimaticos especificos. En la misma tabla se presentan los datos
de concentracién de SST y el volumen de indculo que se adicion6 a los biorreactores para

tener una concentracion de 30 mg SST/L (anexo 9.1).

Tabla 15. Parametros determinados en diferentes muestras de lodos activados de la PTAR Chapultepec

Muestra 1 2 3 4 5

pH 7,29 6,67 7,12 6,85 6,73
SST [mg/L] 3420 3120 900 2740 3300
Volumen inéculo [mL] 4.4 4.8 16,7 5,5 4,5

En cuanto a los resultados obtenidos para seleccionar la mejor fraccion de los lodos activados
en la inducciéon de la biodegradacion (Grafica 1), se decidié tomar el indculo a partir de MIX
porque reprodujo menor error al realizar las diluciones y ademas se obtuvo mayor numero de
UFC/mL respecto a la cuenta donde se tomd sdlo el SN. Aunque se ha mencionado que el SN
contiene una mayor proporcion de células viables (Vazquez-Rodriguez et al, 2007), la
variacion fue mayor respecto al MIX, probablemente por la presencia de numerosas

cantidades de floculos que no pueden ser controlados al tomar la alicuota.
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Grafica 1. Viabilidad microbiana en lodos activados para seleccionar la forma de toma de inéculo.

5.1.2. Validacion del sistema respirométrico

Los datos de repetibilidad de las celdas en el respirometro se encuentran en la el anexo 9.6

“Validacion del Sistema Respirométrico” (Grafica 15).

La estrategia empleada en la validacion es una forma estandarizada cuyos valores de
consumo de O, se sabe que deben encontrarse en 198 mg O,/L + 15,4% (Young y Cowan,
2004; APHA, AWWA y WPCF, 1998). Por otro lado, la DTO adicionada en este ensayo fue de
152,9 mg DTOI/L, y considerando la misma variacion porcentual, el intervalo de consumo de

oxigeno esperado fue entre 129,4 mgO, y 176,46 mgO./L.

Como se observa en la Grafica 2A, el comportamiento del promedio de las curvas de
consumo de oxigeno para los 8 reactores es el mismo y la desviacion respecto a la media es
minima (0,318-2,72 mg O/L). Se realiz6 el andlisis de varianza de una via para las curvas de
cada reactor con un 95% de confianza, y se concluyé que no existe diferencia significativa.

Por otro lado, el consumo de O, con la mezcla glucosa-acido glutamico se encontré dentro del
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intervalo calculado (132 mg O,/L), este resultado indica que tanto el funcionamiento del

sistema respirométrico como la calidad del in6culo son adecuados.
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Grafica 2. Comportamiento del inéculo de lodos activados en el respirometro. A) Promedio de consumo
de oxigeno en los reactores. B) Promedio de la tasa de consumo de oxigeno.

Sobre el comportamiento de las curvas, se esperaba que incrementaran hasta mantenerse
constantes en una sola etapa, sin embargo, lo que se puede observar es que hay tres fases
dentro cada una, mismo que puede apreciarse también en el promedio de las curvas de
velocidad de consumo (Grafica 2B). Este tipo de comportamiento, llamado diduxico, es
caracteristico de la presencia de diferentes sustratos, en donde estaria indicando que los
microorganismos consumen los sustratos por preferencias: glucosa > acido glutamico >
materia organica. Otra posibilidad es que la variabilidad de la velocidad sea debida a cambios
en las condiciones del medio de reaccion tales como consumo de sustratos y aparicion de

metabolitos.

5.2. Evaluacion de la biodegradabilidad de naproxeno

Las pruebas de biodegradabilidad inmediata, por su simplicidad, son las mas utilizadas y
referidas en la literatura especializada; como se menciond en la seccion 4.3, el procedimiento

56



Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

seleccionado para evaluar la biodegradabilidad del naproxeno fue OCDE 301 F:

Respirometria Manométrica.

Los datos de repetibilidad de las celdas en el respirdbmetro se encuentran en la Gréafica 16 del

anexo 9.6 .
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Grafica 3. Evaluacion de la bidegradbilida aerobia de riaproxeno durante 28 dias. A) Consumo de
oxigeno en cada biorreactor. B) Biodegradaciéon porcentual de las sustancias evaluadas.

En la Grafica 3A se muestra el respirograma obtenido como datos crudos de consumo de
oxigeno de los ocho reactores. Las curvas MCN1 y MCNjy, representan el oxigeno consumido
por los reactores control que contienen solamente el inéculo sin fuente de carbono, esto con
la finalidad de mostrar el comportamiento basal de los lodos activados. En las curvas MRy y
MR3, que contienen como fuente de carbono al benzoato de sodio (sustancia de referencia),
el maximo de remocién se alcanza a las 154,8 h (64,7%) y el porcentaje eliminado a los cinco

dias representa el 60,4% de la cantidad adicionada en funcién del consumo de oxigeno.
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Asimismo, las curvas de crecimiento en presencia de la sustancia de referencia validan la
prueba e indican que el inéculo fue adecuado, ya que se obtuvo un porcentaje de
biodegradacion mayor al 50% dentro de los cinco primeros dias (Ambriz-Rivas, 2001) y mayor

al 60% hasta finalizar el ensayo (OCDE, 1992).

Por otro lado, los reactores MP4 y MP2 que contienen naproxeno como sustancia de prueba a
evaluar presentaron un patrén de consumo de oxigeno menor al de los reactores control, lo
que se visualiza con valores de consumo negativos en la Grafica 3B, indicando que el

farmaco a concentracién de 100 mg DTO/L 6 43,1 mg/L es toxico.

En el reactor MT, de toxicidad, se consumié el 53,2% de la mezcla de sustancias (benzoato
de sodio y naproxeno), o que podria ser indicativo de que, en caso de que el benzoato de
sodio se removiera del mismo modo observado en las curvas MR (64,7% de la DTO
adicionada), en este biorreactor su eliminacion representaria el 34,4% del valor obtenido, de
modo que el naproxeno se degradé al menos el 18,77% (7,75 mg/L). Por otro lado, la curva
de consumo de oxigeno MT, aunque con un desfase en tiempo de aproximadamente 16 h, es
similar a la del benzoato de sodio, por o que es posible que con la mezcla sustancias se
favoreciera la degradacion del naproxeno, es decir, que el benzoato de sodio sirvié como un
co-sustrato, ayudando a la liberacién de enzimas inespecificas que pudieran actuar sobre el
naproxeno por cometabolismo y que probablemente podrian participar en la biodegradacion

de otros COE.

En el reactor MA (degradacion abidtica), se observd un consumo de oxigeno de
0,357 mg DTOIL, representando el 0,74% de la eliminacion. Cabe sefalar que el consumo de
oxigeno observado en este ultimo reactor no es dato suficiente para explicar la degradacion

abidtica del farmaco bajo estas condiciones, pues se colocd una cantidad tal de naproxeno
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que deberia consumir 100 mg DTO/L y por el momento los unicos factores que han mostrado
degradacion abidtica es por fotodegradacion y en este caso el ensayo se realizdé bajo

condiciones de oscuridad (Isidori et al, 2005; Andreozzi et al, 2003).

Finalmente, el porcentaje de remocién de cada compuesto se muestra en la Grafica 3B, con
los resultados obtenidos en ella se concluyd que el naproxeno, al ser evaluado con un
procedimiento normalizado, no es un compuesto facilmente biodegradable, ya que no se
degradd al menos el 60% de la DTO adicionada e incluso es téxico en la concentraciéon

empleada [43,1 mg/L].
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5.3. Induccioén de la biodegradacion de naproxeno

Al evaluar la biodegradabilidad del naproxeno y determinar que no puede ser eliminado
facilmente por microorganismos, se realizaron ensayos para inducir su biodegradacion
modificando factores bidticos y abidticos, en este sentido se implementd el co-sustrato para
averiguar si la sustancia en estudio puede ser degradada cuando esta con otro compuesto
que si puede ser facilmente degradado asi como la bioaumentacion para averiguar si de ese

modo se mejoraria el proceso de remocion.

5.3.1. Seleccion de co-sustrato

Los datos de verificacion de la repetibilidad de las celdas en el respirdmetro se encuentran en

la Grafica 17.

De entre los compuestos almidén, lactosa y benzoato de sodio que fueron evaluados para ser
utilizados como co-sustrato a una concentracion inicial de 100 mg DTO/L, se eligié la

sustancia consumida mayoritariamente al cabo de cinco dias.

Al concluir el tiempo establecido, se observdé que los reactores con benzoato de sodio
registraron mayor consumo de oxigeno (Grafica 4A) y produccion de biomasa respecto a los

que contenian las otras dos sustancias

En los reactores donde se colocé el almiddn soluble, desde el inicio se observd precipitacion
al adicionar el inéculo de lodos activados, lo que ocurrié probablemente por la interaccion con
sustancias presentes en la materia organica. El porcentaje de biodegradacion en funcion del
consumo de oxigeno fue menor que el de los reactores que contenian benzoato de sodio y

mayor con respecto a los que se les adicioné lactosa como fuente de carbono (Grafica 4B),
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esto podria explicarse porque dentro de los principales microorganismos que participan en la
biodegradacién a partir de una muestra de lodos activados, son del género Pseudomonas sp,

qgue no pueden fermentar la lactosa (Lewandowski, Armenante y Paka, 1990).

Ademas de los resultados obtenidos en el ensayo respirométrico, se eligié el benzoato de
sodio porque su degradacién aerobia y anaerobia se encuentra bien documentada en
poblaciones bacterianas metabdlicamente diversas como: microorganismos fotosintéticos,
reductores de nitratos, reductores de hierro (lll); y sobre todo porque el compuesto tiene
convergencia dentro de las vias metabdlicas de degradacion de compuestos aromaticos

(Crawford, Traina y Tuovinen, 1998).

Se descartaron el almidén y lactosa como co-sustratos ya que se ha reportado la inhibicion de
la degradacién de compuestos aromaticos en presencia de carbohidratos como ocurre en
Pseudomonas putida, que en presencia de succinato (precursor en la biosintesis de
carbohidratos) se inhibe la traduccion de proteinas BenR que regulan la transcripcion y son
requeridas para la expresion de genes degradadores de benzoato. La falta de estos genes a
su vez causa la represion de los operones cat y pca, que codifican para enzimas catalizadoras

de reacciones en la via de degradacion de benzoato (Goérke y Stulke, 2008).

Por tanto, la presencia de almidén o lactosa podria inhibir la degradaciéon del naproxeno que
también es de naturaleza aromatica; asimismo, se ha reportado que en los procesos de
tratamiento aerobios, las bacterias que actuan en la degradacién generalmente son Gram
negativas e incluyen entre otros, miembros del género Pseudomonas sp (Lewandowski et al,
1990), por lo que a partir de estas aseveraciones se plante6 que es mejor utilizar como co-

sustrato el benzoato de sodio para activar dicha via degradativa.

61



Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

A B
200 - -
== = = Benzol == 100 PO

180 A = = = Benzo2 _ = Col P Benzo o
g eseecse Almidén 1 - ° ]
o 160 sessss Almidén 2 ! T 80 t+ eeeccce Almidén ,l
E 140 ] Lactosa 1 ) g | 1
o Lactosa 2 5 70 = ° * lactosa / oo
£ 120 1 ’ 2 / 3
g Blanco 1 p’ 5 60 f / et
3 100 Blanco 2 P = V2 S
o — 7 w50 T V{' eeee®

] - " c XX

°< 80 -, T o p=
2 =7 S o7 -
E 60 1 P g P
2 i S 07T o P
E 2 it i . pellFEE
© 7 sssssssssssssss 3 07T P T .

207 sesest’ B 2 P -

7 ,g08 10 + , B g
0 ordierGrq=fortyer T Y y y ' y ' Y xR & r:
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 0 t £t t t t t t t t i
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120
Tiempo [h]
Tiempo [h]

Grafica 4. Resultados del ensayo para la seleccion del co-sustrato. A) Respirograma de consumo de
oxigeno. B) Porcentaje de biodegradacién de las sustancias en funcién del consumo de oxigeno.
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5.3.2. Selecciodn de especie del género Pseudomonas.

Para la segunda etapa de la induccion de la biodegradacion de naproxeno, se planted
bioaumentar al medio de degradacion con algun género bacteriano. Como se ha mencionado,
existen reportes de la presencia de bacterias ubicuas como Pseudomonas sp en lodos
activados y con la premisa de que éstas son responsables en gran medida de la degradacién
de los compuestos aromaticos, se esperd que al incrementar su proporcion en el indculo, se
obtendria una mayor eficiencia en la remocién del naproxeno, que podria extrapolarse a otros
COE. Para dicho objetivo, tomando alicuotas de los experimentos con los diferentes posibles

co-sustratos, se verifico la presencia de bacterias presentes en las mismas.

Tabla 16. Crecimiento bacteriano en diferentes medios incubados a 28 °C

MEDIO DE CULTIVO

Reactor
Tioglicolato Cetrimida Soya tripticaseina
Blanco 1
Sin crecimiento Distintas colonias blancas con
Blanco 2 caracteristicas distintas en cuanto
a forma, borde, elevacién y textura
Benzoato de sodio 1 . Pigmento azulado alrededor pero en general:
Crecimiento de colonias grandes circulares | - Circulares con bordes enteros
Benzoato de sodio 2 abund_ante de amarillo verdoso. y elevacion plana de textura
bacterias en I_a membranosa.
Almidon 1 p?jr;? nsqu?oﬁ:jct'f - Rizoides con bordes
. filamentosos y elevacion
L. cultivo papilar de textura
Almidon 2 _ o membranosa.
Sin crecimiento - Amiboides con borde ondulado
Lactosa 1 y elevacion umbonada de

textrura cremosa.
Lactosa 2

En la Tabla 16 se indica que unicamente en las muestras alimentadas con benzoato de sodio

hubo desarrollo de colonias amarillo-verdosas con halos azulados en agar cetrimida.
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Por otro lado, se observé la morfologia microscépica de las colonias desarrolladas en la
cetrimida y se corroboré que la presencia de bacterias Gram negativas lo cual podria ser

indicativo de la presencia de Pseudomonas sp en los reactores (Figura 10).

P . N Muestra de indculo del biorreactor que contenia bacterias provenientes de
s ombre . .
| lodos activados y benzoato de sodio como fuente de carbono.
]
p Tincién Gram
(ggka‘-
{ Aumento 1000 veces
-
™0 . Bacilos Gram negativos cultivados en agar cetrimida, algunos con extremos
A f Descripcion .
redondos y otros con extremos puntiagudos.

Figura 10. Bacterias desarrolladas en agar cetrimida presentes en una muestra tomada de un biorreactor
con lodos activados y alimentado con benzoato de sodio.

En cuanto a la verificacion de la pureza de las especies bacterianas empleadas en funcién de

sus caracteristicas de cultivo y microscopicas, los resultados se muestran a continuacion:

a) Pseudomonas aeruginosa

A Nombre Pseudomonas aeruginosa
'.‘ I,
; \ N"'I Tincién Gram
‘ NG Aumento 1000 veces
' ,’ Pj
.@ \%\ \ A %, |Descripcion | Bacilos Gram negativos con extremos
redondeados cultivados en agar sangre

Caracteristicas culturales: Todas las colonias mucosas iguales de forma circular, color gris-
blanquecino, con borde entero, elevacion convexa, textura viscosa y consistencia humeda.

b) Pseudomonas alcaligenes

Nombre Pseudomonas alcaligenes

Tincién Gram

Aumento 1000 veces

Descripcion | Bacilos Gram negativos de 0,5 x 2-3 ym
con extremos rectos.

Caracteristicas culturales: Todas las colonias iguales

lobulado, elevadas, textura viscosa y consistencia humeda.

de forma circular, color grisaceo, borde

64




Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

c) Pseudomonas fluorescens

: o= : Nombre Pseudomonas fluorescens
{se‘: ',\\ _,ff"-l;,\lV \
0% W @ A | incic
V2 4,«({ ?\3%“1:{,‘\ 3 Tincién Gram
- X\ Y \ ’
\\v’-\i‘i";d' Q”f,'n, Aumento 1000 veces
RS A7 wl 'Wm
AT < -:‘r"ll -“ .. . .
)\’\_\_ nAMY i Descripcion | Bacilos Gram negativos de 5-6 ym de
2R — largo con extremos puntiagudos.
Caracteristicas culturales: Todas las colonias iguales de forma circular, con bordes ondulares, color
grisaceo transparente, elevacion rugosa, textura viscosa y consistencia humeda.

d) Pseudomonas putida KT2440

;‘\wtl"" ¢ #9354 | Nombre Pseudomonas putida KT2440
5 e BRI 1‘:}‘
. ;}, Ab - ) Tincién Gram
A ¥ ¥ o

é{%\ﬁ.rf Pt vy % | Aumento 1000 veces

[ ﬁ, 1 |
A:;“j“‘ A ,.".. ¥ : Descripcion Bacilos cortos Gram negativos con

extremos rectos entre 3-5 um.

Caracteristicas culturales: Todas las colonias iguales de forma circular, color blanco opaco, borde
ondulado, elevacion umbonada, textura cremosa y consistencia humeda.

e) Pseudomonas stutzeri

NS '?'f"\_’:’ h;;‘:\ Nombre Pseudomonas stutzeri
‘\ N

W "'yﬁ"";'\'*/ | Tincién Gram

YWTUAN gl

g e

" ., .. | Aumento 1000 veces

Ll es Descripcion | Bacilos Gram negativos con extremos
W& redondeados de 0,3 x 4-6 ym.

Caracteristicas culturales: Todas las colonias iguales fusiformes, color gris opaco, borde entero,
elevacion rugosa con textura cremosa y consistencia seca.
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Con las caracteristicas culturales y microscoépicas de los cultivos bacterianos se corroboré la

pureza de cada especie y se prosiguié con la adaptacion de las mismas al benzoato de sodio

en un ensayo de aproximadamente 21 h.

Como se observa en la Tabla 17, las cepas que lograron utilizar significativamente el

benzoato de sodio a una concentracién de 720 mg/L fueron Pseudomonas fluorescens y

Pseudomonas putida KT2440 con incremento de Agpo = 0,117 y 0,121 respectivamente.

Tabla 17. Utilizacién de benzoato de sodio [720 mg/L] como fuente de carbono por Pseudomonas sp.

L= A600
S I o ' Bacteria
£ £ S $ t=0h | t=21h | AAsyo
$ 4 HH E
S 2 S s .
S o S S P. aeruginosa 0,627 0,669 0,042
g 3
Q’ 3 Q Q'
P. alcaligenes 0,173 0,173 0,000
= P. fluorescens 0,427 0,544 | 0,117
P. putida KT2440 0,209 0,330 0,121
P. stutzeri 0,216 0,244 0,028

A los tubos que contenian ambas especies se les realizé una tincion de Neisser y de Gram

para observar si en el proceso de adaptacion no se habian contaminado y por ende se

pudieran obtener resultados erroneos (Tabla 18).

Finalmente, para discernir cual de las dos especies seria seleccionada en los ensayos de
bioaumento, ambas se dejaron adaptando en naproxeno a una concentracién de 10 mg/L; sin
embargo, se observo que después de siete dias, ninguna hizo evidente incremento de
biomasa, por lo que la especie seleccionada para realizar los ensayos de induccion de la
biodegradacion de naproxeno fue Pseudomonas putida KT2440 debido a que existen

numerosos reportes en los que se describe a esta especie como un microorganismo no
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patégeno que ademas puede participar en fitorremediacion y que es buena candidata para

poder ser liberada al ambiente (Regenhardt et al, 2002).

Tabla 18. Tinciones de muestras con P. fluorescens y P. putida KT2440 en MM3.

Pseudomonas fluorescens

Tincién Neisser

Aumento 1000 veces
Bacilos Neisser negativos —capsula color amarillo- en su mayoria

Descripciéon | rectos y algunos ligeramente curvos entre 1-5um de largo y
0,5um de ancho.

Tincion Gram

Aumento 1000 veces

L Bacilos Gram negativos en su mayoria rectos y algunos
Descripcion | ligeramente curvos entre 1-5um de largo y 0,5- 1 ym de ancho.

Pseudomonas putida KT2440

Tincion Neisser
Aumento 1000 veces
D . Bacilos Neisser negativos —capsula color amarillo-, cultivados en
eSCripcion | M. No se observan granulos de polifosfatos.
Tincién Gram
Aumento 1000 veces
L Bacilos Gram negativos rectos entre 1 — 4 um de largo. cultivados
Descripcion

en MMg.
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5.3.3.Efecto de distintas dosis de naproxeno en Pseudomonas putida

KT2440

Muchos compuestos ejercen un efecto negativo en los procesos de oxidacién bioldgica parcial
0 pueden ocasionar inhibicidon dependiendo de la sustancia y su concentracion. La inhibicidon
puede ser consecuencia de la interferencia con el equilibrio osmético o con el sistema
enzimatico de los organismos. Las sustancias pueden ser tdxicas en altas concentraciones,
pero biodegradables en bajas concentraciones como es el caso del fenol o formaldehido

(Milenko, 1996).

El efecto inhibitorio por alta concentracién se pudo presentar en la evaluacion de la
biodegradabilidad del naproxeno (43,1mg/L), por lo que una vez seleccionada P. putida
KT2440 como bacteria para bioaumentar el sistema, se realizé una prueba a diferentes dosis
de para seleccionar la concentracién de trabajo del farmaco que a su vez no inhibiera el
desarrollo celular de las bacterias, ya que como se mencion6 en la seccion 5.3.2, por si

mismo no pudo ser utilizado como fuente de carbono a una concentracion de 10 mg/L.

Las concentraciones de naproxeno evaluadas en P. putida KT2440 fueron: 5 mg/L, 2,5 mg/L y
0,5 mg/L (Figura 11). En la Grafica 5, se muestran las curvas de crecimiento y se observa que
la concentracion mas alta de naproxeno (5 mg/L) no fue toxica, sin embargo no se puede
concluir que puedan biotransformar o biodegradar al compuesto ya que los cultivos también
contenian benzoato de sodio [720 mg/L]; por otro lado, el control sin naproxeno, tuvo menor
absorbancia que los tratamientos dados. Hasta este momento sélo se puede decir que con la
maxima concentracion empleada la sustancia es tolerada, pues no se inhibe la duplicacién

celular, ya que se sigue observando un incremento en la absorbancia.
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Con los resultados obtenidos se establecié utilizar la concentracién mas alta [5 mg/L], para

aplicarla a los sistemas de biorreaccion.

0.6
] e
] . Ry
0.5—: 3
"204]
< ]
S ] Aplicacién de
:'g'_ 0.3 naproxeno /5 — — Control
E ‘. - - - [Naprox]=5,0mg/L
o 02_: — - —[Naprox]=2,5mg/L
2 — - - -[Naprox]=0,5mg/L
8 ] —— Promedio de las curvas
0.1
0-0-"|"|"|"|"|"|"|"|"|'
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo [h]

Grafica 5. Evaluacion del efecto del naproxeno a distintas concentraciones en P. putida KT2440.

Figura 11. Crecimiento de P. putida KT2440 en MMg expuesta a diferentes concentraciones de naproxeno.
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5.3.4.Evaluacion de la biodegradacion de naproxeno por co-sustrato

conteniendo inéculo de lodos activados

Para este bloque se realizaron cuatro tratamientos respirométricos, por duplicado, como se
indicé en la seccién 4.5.4 (Tabla 12). La verificacién de la repetibilidad de las celdas del

respirometro se presenta en la Grafica 18 y los datos crudos en la Grafica 22.

Comparando los resultados obtenidos de biodegradacion empleando un co-sustrato (Grafica
6A), con los del ensayo de la evaluacion de la biodegradabilidad (Grafica 3C, pagina 57), se
fortalece la idea de que el naproxeno es un compuesto organico toxico en altas
concentraciones, pero biodegradable en baja concentraciéon del mismo modo que los fenoles

o formaldehidos (Milenko, 1996).

En la Grafica 6A se muestran las curvas de biodegradacion para cada condicion evaluada,
este ensayo tuvo una duracion de 800,8 h (=33 dias); se puede observar en funcion del
consumo de oxigeno que al finalizar el experimento, el farmaco pudo ser biodegradado al 79,1
+ 2,2% con el tratamiento usando benzoato de sodio como co-sustrato, y del 97 + 0,14%
empleando solamente naproxeno; es decir, el farmaco puede ser considerado biodegradable
a la concentracién de 5 mg/L, ya que la OCDE indica que debe haber una remocion de al
menos el 60% por un método respirométrico a los 28 dias (OCDE, 1992) y éste se obtuvo a

las 372 h (=15,5.dias).

Se puede observar que si bien, el naproxeno se removié mayoritariamente con el tratamiento
donde se adiciond como unica fuente de carbono y el intervalo de tiempo en el que se
degradé el 90% fue de 120 h, para que iniciara la degradacion tuvieron que transcurrir 300 h
(12,5 dias) lo que hace probable pensar que los microorganismos presentes en los reactores

se adaptaron al sustrato de prueba y pudieron utilizarlo como nutriente.
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Asimismo, para el caso del sistema de naproxeno adicionado con benzoato de sodio
(cometabolismo), el 60% de biodegradacién se alcanzé a las 97,7 h (=4 dias), lo que
representa el 26,3% del tiempo alcanzado por el in6culo que solo tuvo naproxeno como fuente

de carbono.

Debido a que en este trabajo se asumié que la mayor parte de la biodegradacion se esta
llevando a cabo por bacterias, se realizaron cultivos en placa de mesodfilas aerobias para
verificar que la concentracion inicial se encontrara en el mismo orden de magnitud en todos
los reactores [10°], al final del ensayo se realizé para verificar la viabilidad bacteriana en los
sistemas y descartar el consumo de oxigeno debido a otros factores. En la Grafica 6B se
muestran los datos de concentracion de bacterias en cada tratamiento, como es de esperarse,
el sistema control disminuyd en 10 veces su concentracién inicial dado que a éste no se le

adiciond un sustrato.

Los reactores que solo contenian naproxeno al final del ensayo mantuvieron la concentracion
de bacterias respecto a las condiciones iniciales, lo que puede explicarse de tres formas: a)
las bacterias cuantificadas fueron en su mayoria aquellas que finalmente fueron capaces de
degradar el farmaco, b) dado la baja cantidad de sustrato [5 mg/L], no se permitié la division
celular, por lo que no pudo observarse incremento significativo de biomasa o c) la baja
concentracion de bacterias, fue debida a la muerte celular ya que el consumo del 95% de la

sustancia se report6 a las 578,8 h, es decir, 9 dias antes de finalizar el ensayo.

Para el caso de los sistemas que contenian benzoato de sodio y naproxeno (cometabolismo),
hubo un incremento de biomasa de casi tres 6rdenes de magnitud [=10°], este dato es

indicativo de que hay bacterias degradando el farmaco, pues los tratamientos de referencia
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que tienen solamente el co-sustrato, presentan una concentracion bacteriana diez veces
menor [=10°].

Una vez finalizado el ensayo respirométrico, se cuantificé por MEFS-CG la concentracion de
naproxeno inicial y residual en los biorreactores evaluados y en ellos también se observo la
remocion del farmaco del siguiente modo: 97,0 + 0,8% para los tratamientos con naproxeno
como unica fuente de carbonoy 78,6 £+ 3,8% (4 mg/L de un total de 5,1 mg/L) para el caso de

los tratamientos con benzoato de sodio como co-sustrato (Grafica 6C).
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Grafica 6. Biodegradacién de naproxeno con lodos activados y benzoato de sodio como co-sustrato. A)
Porcentaje de biodegradacion de naproxeno en cada tratamiento. B) Cuenta en placa de bacterias
mesofilas aerobias al inicio y al final del ensayo. C) Concentracion de naproxeno inicial y residual

determinada por MEFS-CG.
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5.3.5.Evaluacion de la biodegradacion de naproxeno por co-sustrato

conteniendo P. putida KT2440.

Continuando con los objetivos, en esta seccidbn se muestran los resultados obtenidos
empleando un indculo axénico de P. putida KT2440, para este bloque se realizaron cuatro
tratamientos respiromeétricos, por duplicado, como se indico en la seccion 4.5.5; asimismo, en
cada biorreactor se cuantificaron bacterias mesdéfilas aerobias para verificar su concentracion
inicial y final. La verificacion de la repetibilidad de las celdas del respirometro se presenta en

la Grafica 19 y los datos crudos en la Grafica 23.

Los resultados de la biodegradacion por respirometria se muestran en la Grafica 7A, en ella
se puede observar que la preferencia para degradar los sustratos adicionados fue en el
siguiente orden decreciente: (1) los sistemas que ademas del naproxeno también contenian el
co-sustrato, presentaron consumo de oxigeno equivalente al 34,1 + 2,4% de biodegradacion;
(2) el benzoato de sodio se consumié el 29,8 £ 0,9% en un lapso de 293 h (12,2 dias), y (3)
los sistemas que tuvieron naproxeno como exclusiva fuente de carbono apenas tuvieron

consumo de oxigeno superior al control (0,9% % 0,5).

De acuerdo con los antecedentes, la cepa de P. putida KT2440 es considerada como buena
degradadora de compuestos aromaticos (Kanehisa Laboratories, 2011); sin embargo, los
resultados obtenidos son opuestos a lo esperado, puesto que los reactores inoculados con el
cultivo puro no fueron mas eficientes que los inoculados con lodos activados. Al respecto, se

argumentan dos posibles explicaciones relacionadas con:

a. La cepa empleada de P. putida KT2440 fuera tipo Tc, cuyo cromosoma tiene un
marcador de resistencia a la tetraciclina y no tiene capacidad para degradar el

naftaleno (Park, Jeon y Cadillo, 2004).
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b. La toxicidad del metanol adicionado en todos los biorreactores; este efecto puede
observarse a partir del reactor control (anexo 9.7), donde el consumo de oxigeno
alcanzado por éste fue tan solo del 40% de la DTO adicionada (47,5 mg DTO
equivalente a 0,06 mL de metanol). Aunque esta observacién podria parecer opuesta
a los resultados presentados en la evaluacion de la toxicidad del farmaco en P. putida
KT2440. Es importante sefialar que entre este experimento y los de toxicidad, hubo
dos diferencias; la primera relacionada con el tiempo de tratamiento, y la segunda con
la densidad de microorganismos. En este sentido, cuando se evalu6 la toxicidad
aguda del naproxeno y del metanol (seccién 5.3.3), el periodo de evaluacion fue de 28
h, representando la décima parte del tiempo en el que se realiz6 el ensayo del bloque
Il (toxicidad crénica, de la presente seccién). Por otro lado, la evaluacion de la
toxicidad se realizd por densidad optica en la cual, la concentracion inicial de
bacterias vivas y muertas, de acuerdo con la curva de McFarland, fue de 10" UFC/mL
(As00=0,05), que representa cuatro érdenes de magnitud superior a la concentracion
bacteriana inicial en el ensayo de biodegradacion con el cultivo axénico [10° UFC/mL]
(Gréfica 7B); por tanto, es posible que la alta densidad bacteriana, en el corto tiempo
de evaluacién (seccion 5.3.3), pudiera enmascarar el efecto toxico del metanol, esta
hipétesis concuerda con el trabajo de Zachritz, Lundie y Wang, (1996) quienes
observaron un efecto negativo en la degradacién del acido benzoico en presencia del
solvente metanol, los autores explican que el efecto se debe a la modificacion de la
comunidad microbiana presente, de modo que se favorecid la proliferacion de
bacterias degradadoras del metanol en vez de las degradadoras de acido benzoico;

para el caso de esta tesis, al tener un cultivo puro con caracteristicas metabdlicas
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particulares, no hubo otra microbiota que degradara el metanol y por lo tanto se

inhibié el desarrollo de P. putida KT2440.

En cuanto a la viabilidad del inéculo, en la Grafica 7B se puede observar incremento en el
numero de bacterias en todos los reactores que fueron inoculados con la misma densidad

[=10° UFC/mL].

Finalmente, con el consumo de oxigeno y con la concentracién residual de naproxeno
(Gréfica 7C), se observa que la cepa de P. putida KT2440 no pudo degradar el naproxeno
como unica fuente de carbono ya que se encontrd la misma cantidad de farmaco tanto en las
muestras iniciales (6,1 mg/L £ 0,3 mg/L) como en las finales (6,0 mg/L £ 0,3 mg/L). Sin
embargo, se observo que estas bacterias fueron capaces de degradar el 29,9 £ 1,2 % de
naproxeno cuando se mantuvieron en presencia de benzoato de sodio (1,6 mg/L de un total
de 55 mg/L). Estos resultados sugieren fuertemente, que el naproxeno puede ser

biodegradado por cometabolismo.

En cuanto a la verificacion de la viabilidad, el numero de bacterias en los reactores con sélo
naproxeno es casi por completo similar al control negativo [=10]; el incremento de sdlo diez
veces en la poblacion final respecto a la inicial podria atribuirse a residuos de benzoato de
sodio que fue la sustancia que en medio mineral sirvidé para cultivar a las bacterias antes de
someterse a los ensayos respirométricos y definitivamente no debido a la degradacion del
farmaco; se ha descartado la idea de que el problema con el consumo de oxigeno en estos
reactores sea la calidad del in6culo, ya que como se mencioné anteriormente, el control
positivo, es decir aquel que contenia como sustancia de referencia el benzoato de sodio, si se

degrado de acuerdo a la cinética previamente establecida.

75



Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

A B
I Cuenta en placa inicial W Cuenta en placa final

100

90 e esscees Comet
1,000,000

80 o Benzo
70 o

--------- Naprox
60

10,000 -

50
40

30 ..‘....,.o.o.'..?.‘.’.‘..
o o®

ans 100

20 3 e

10

Biodegradacion=f(consumo de oxigeno), [%]

Concentracién de bacterias [UFC/mL]

0 50 100 150 200 250 300 Control Naprox 1 Naprox 2 Benzol Benzo2 Comet1 Comet 2

Tiempo [h] BIORREACTOR

6,00

— 1— | 100

B 90
ek - 80
70
60
50
40
Sl B 30
20
10

5,00

4,00

3,00

2,00

[%] uoroepessapoig

1,00

0,00

Concentracion de naproxeno [mg/L]

Naprox 1 Naprox 2 Comet 1 Comet 2

B Naproxeno inicial - Naproxeno final < % Biodegradacion

Gréfica 7. Biodegradacion inducida de naproxeno con P. putida KT2440 y benzoato de sodio como co-
sustrato. A) Porcentaje de biodegradacion de naproxeno. B) Cuenta en placa de bacterias al inicio y al
final del ensayo. C) Concentracion de naproxeno inicial y residual determinada por MEFS-CG.
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5.3.6. Evaluacion de la biodegradacion de naproxeno por efecto de

bioaumento y co-sustrato

En esta seccion experimental se evalud la biodegradacion de naproxeno bioaumentando P.
putida KT2440 y adicionando benzoato de sodio como co-sustrato. Para ello se realizaron dos
ensayos previos, el primero para determinar la presencia y proporcion de Pseudomonas sp en

lodos activados, y el segundo para verificar la adaptacion de la mezcla de indculos.

Presencia de Pseudomonas sp en lodos activados

En cuanto a la determinacién de la proporcidon de bacterias resistentes a la cetrimida
presentes en una muestra de lodos activados (Grafica 8), se concluyé que el 2,55% de
bacterias mesdfilas aerobias (7,94x10° + 4,73x10° UFC/mL) pertenecen al género
Pseudomonas sp, o a bacterias con capacidad metabdlica para resistir el detergente
(2,02x10* + 1,29x10* UFC/mL). Es decir, aunque existe la presencia de la bacteria
mencionada, su concentracion es muy baja, por lo que bioaumentar la especie del género
Pseudomonas seleccionada podria mejorar el proceso de remocién del farmaco.

I Pseudomonasspenlodos ™ Totalesenlodos

1,000,000

| TP

Totales

Pseudomonas sp

Concentracion de bacterias [ UFC/mL]

------------
......... 1
Muestrall -
Muestralll Promedio

Grafica 8. Presencia de bacterias degradadoras de cetrimida (Pseudomonas sp) en lodos activados.

Muestral
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Adaptacion de la comunidad microbiana

La verificacion de la repetibilidad de las celdas del respirometro se presenta la Grafica 20. La
prueba en la cual se valoré si la proporciéon de bacterias se mantenia constante al mezclar los
dos tipos de indculos, indicé que no hubo antagonismo entre ellos ya fue muy similar el

comportamiento del crecimiento bacteriano en todos los tratamientos (Grafica 9A).

Al finalizar las 90 h de duracién del ensayo (=4 dias), se cuantificaron las bacterias meséfilas
aerobias y las degradadoras de cetrimida, estas ultimas probablemente Pseudomonas sp,
mantuvieron su proporcion inicial tanto en los lodos activados (2,5 +0,1%) como en la
mezcla de indculos (57,9 £ 1,6%). Con estos resultados se concluyd que se podia emplear la
mezcla para realizar los ensayos de biodegradacion del farmaco con bioaumento ya que no

se observoé un efecto alopatico (Grafica 9B).
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Grafica 9. Adaptacion de la comunidad microbiana. A) Consumo de oxigeno en cada biorreactor usando
benzoato de sodio como fuente de carbono. B) Proporcion de Pseudomonas sp en los reactores al inicio
y final del ensayo.
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Evaluacion de la biodegradacion de naproxeno por bioaumento conteniendo co-

sustrato.

Una vez que se corroboré que la mezcla de indculos no afectaba las proporciones de la
composicidén bacteriana, se realizé el ensayo de induccién de la biodegradacion de naproxeno
bajo condiciones de co-sustrato y bioaumento con una duracién de 186 h (=8 dias). La
verificacion de la repetibilidad de las celdas del respirometro se presenta en la Grafica 21 y los

datos crudos en la Grafica 24.

Como se observa en la Grafica 10A, la calidad del in6culo fue adecuada ya que se logré
consumir 96,3 £ 0,2% de benzoato de sodio (control positivo) en un lapso de 186 h, que fue la
duracion del ensayo respirométrico. A ese mismo tiempo, el naproxeno como unica fuente de
carbono soélo se degradd en un 13,3 £ 1,7%, mientras que en los tratamientos donde se

empled benzoato de sodio como co-sustrato, se removio el 75,1 £ 0,9%.

Los sustratos adicionados fueron utilizados para la generacion de biomasa como se muestra
en la Grafica 10B. Al principio, en todos los biorreactores se colocd una concentracion de =10°
UFC/mL. Al finalizar la prueba (186 h), tanto los reactores control como los que contenian
naproxeno, no incrementaron su viabilidad, sin embargo, en los reactores con sustancia de
referencia (benzoato de sodio) sélo hubo un incremento de diez veces, lo que puede sugerir
que en ese tiempo ya no habian suficientes bacterias metabdlicamente activas de acuerdo
con la curva de consumo de oxigeno; en cambio, los biorreactores que contenian el farmaco y
el co-sustrato se encontraban en la fase estacionaria teniendo una concentracién bacteriana

de casi 100 veces mayor a la inicial.
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Por otro lado como se indica en la Grafica 10C, la remocién obtenida al cuantificar el farmaco,
indica que en el tratamiento con el co-sustrato, se biodegradé el 75,7 £ 1,5% del naproxeno
(4,6 mg/L de un total de 6 mg/L), mientras que en el que Unicamente se encontraba el

compuesto farmacéutico, se obtuvo un porcentaje del 12,1 + 1,4% (0,7 mg/L de un total de 5,4

mg/L).
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Grafica 10. Biodegradacién inducida de naproxeno bioaumentando P. putida KT2440 a lodos activados.
A) Porcentaje de biodegradacién de naproxeno. B) Cuantificacién de bacterias meséfilas aerobias por
cultivo en placa. C) Concentracion de naproxeno determinada por MEFS-CG.

Figura 12. Evaluacion de la biodegradacion de naproxeno empleando un co-sustrato y bioaumentando el sistema.
A) Biorreactores antes de iniciar la dosificacion de oxigeno. B) Biorreactores al final de la prueba.
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5.4. Analisis integral

Una vez obtenidos los resultados de los tres ensayos bajo distintas condiciones de sustrato y
de indculo bacteriano, se comparo la biodegradacion obtenida por las dos técnicas empleadas

(respirometria y MEFS-CG), como se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Comparacion de los porcentajes de biodegradacion obtenidos por el método respirométrico y
por MEFS-CG

Lodos activados (t=801 Pseudomonas putida KT2440 Bioaumento (t=187
h) (t=294 h) h)
Respirometria MEFS-CG Respirometria MEFS-CG Respirometria MEFS-CG
Naprox 1 96,9 96,5 1,3 1,9 12,1 11,1
Naprox 2 97,1 97,5 0,5 0,4 14,4 13,1
Comet 1 77,6 75,9 334 30,8 75,7 76,8
Comet 2 80,6 81,3 30,2 29,1 74,5 74,7

Al observar que no hay grandes diferencias entre la respirometria y la cuantificacion directa
del farmaco por MEFS-CG, se determiné que como ambos métodos son correspondientes, se
pueden homogeneizar los resultados y establecer el mejor tratamiento para biodegradar el

farmaco.

Se obtuvo la cinética de degradacion de cada curva con el modelo de Gompertz (Zwietering,
Jongenburger y Rombouts, 1990) empleando el programa estadistico Origin 7.0, para
posteriormente determinar en cualquier tiempo el porcentaje de biodegradacién y comparar

los tratamientos realizados en un tiempo dado.
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La ecuacioén general para una cinética de Gompertz esta dada por:

—k(t—tc)

B(t)=ae

donde:
B(t) = Biodegradacion[%]
a = Valor asintético superior [%]
k = Tasa de consumo de oxigeno en el tiempo
t = Tiempo [h]

tc = Tiempo en el punto de inflexién [h].

El modelo de crecimiento sigmoidal obtenido en cada tratamiento realizado se muestra a

continuacion:
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Grafica 11. Cinética modelada de la biodegradacion de naproxeno por inoculo de lodos activados
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Grafica 12. Cinética modelada de la biodegradacion de naproxeno por P. putida KT2440
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Grafica 13. Cinética modelada de la biodegradacién de naproxeno por lodos activados y P. putida KT2440

La eleccidon del tratamiento mas eficiente se selecciond con base en la mayor cantidad de
farmaco removida en menor tiempo, lo cual se obtuvo con las cinéticas de biodegradacion

generadas con el modelo de Gompertz (Grafica 11, Grafica 12 y Grafica 13).
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El tiempo en el que se evaluaron todos los tratamientos para realizar las comparaciones fue
de 185 h, que fue el correspondiente al ensayo de menor duracion. Los resultados se

resumen en la Tabla 20.

Tabla 20. Biodegradacion calculada con las cinéticas obtenidas a partir del modelo de Gompertz al t=185h.

Biodegradacion [%]
Lodos activados Pseudomonas putida KT2440 Bioaumento
Naprox 1 0,0 0,0 11,8
Naprox 2 0,0 0,0 12,6
Comet 1 70,7 29,1 77,1
Comet 2 80,7 31,7 74,0

Analisis estadistico.

Las poblaciones estudiadas (tratamientos), cumplieron con los requisitos de distribucion

normal, muestras independientes y homocedasticidad (Figura 13).

Comprobacién de la homogeneidad de varianzas. El estadistico de Levene obtenido p=6,78

es mayor que a=0,05 por lo que se acepta la igualdad de varianzas.

Verificacién _de la poblacién normal. Los puntos en las graficas individuales Q-Q se

encuentran sobre sus respectivas lineas diagonales, con lo que se asegura que las

poblaciones se encuentran normalmente distribuidas.
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Grados de libertad

Estadistico de Levene p
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1,18 x 10'® 5 6 6,78

Graficos Q-Q para verificar la normalidad de la poblacién
agrupados por tratamientos
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Figura 13. Verificacion de la normalidad e igualdad de varianza en los ensayos realizados.

Con los resultados de biodegradacion indicados en la Tabla 20, se realiz6 un analisis de

varianza de una via.

Hipotesis. Ho= a1 = Ha2 = a3

Ha= Al menos una media difiere del resto.

Nivel de significancia. a= 0,05

Valores criticos y regiones de rechazo. Se rechaza la hipétesis nula (Hp) si el valor obtenido

(p) es < 0,05.

Tabla 21. Resultados de ANOVA de una factor. Variable dependiente: Remocion_185h

cilaj::lnraaggs g.l. | Cuadrados medios F Valor p
Entre grupos 12496,644 5 2499,329 256,320 6,60 x10”
Intercepto 58,505 6 9,751
Total 12555,149 11
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En la Tabla 21 se aprecia que la F observada con 5 y 6 grados de libertad proporciona un

valor p = 6,60 x107 < 0,05 = q, por tanto, se rechaza la Hy es decir, en este nivel de

significancia se puede concluir que existen diferencias en el valor medio del porcentaje de

biodegradacién de al menos uno de los tratamientos evaluados.

Tabla 22. Comparaciones multiples de Tukey HSD.

Diferencia

Intervalo de confianza al

Tratamiento de medias E;,I-g; p 95%

[ [J] (1-J) L. Inf L. Sup

Lodos : co-sustrato -75,70 0,000 -88,1276 -63,2724

P. putida : naproxeno 0,00 1,000 -12,4276 12,4276

Lodos : naproxeno P. putida : co-sustrato -30,40 3,12263 | 0,010 -42,8276 -17,9724
Bioaumento : naproxeno -12,20 0,054 -24,6276 0,2276

Bioaumento : co-sustrato -75,55 0,000 -87,9776 -63,1224

Lodos : naproxeno 75,70 0,000 63,2724 88,1276

P. putida : naproxeno 75,70 0,000 63,2724 88,1276

Lodos : co-sustrato P. putida : co-sustrato 45,30 3,12263 | 0,000 32,8724 57,7276
Bioaumento : naproxeno 63,50 0,000 51,0724 75,9276

Bioaumento : co-sustrato 0,15 1,000 -12,2776 12,5776

Lodos : naproxeno 0,00 1,000 -12,4276 12,4276

Lodos : co-sustrato -75,70 0,000 -88,1276 -63,2724

P. putida : naproxeno P. putida : co-sustrato -30,40 3,12263 | 0,001 -42,8276 -17,9724
Bioaumento : naproxeno -12,20 0,054 -24,6276 ,2276

Bioaumento : co-sustrato -75,55 0,000 -87,9776 -63,1224

Lodos : naproxeno 30,40 0,001 17,9724 42,8276

Lodos : co-sustrato -45,30 0,000 -57,7276 -32,8724

P. putida: co-sustrato P. putida: naproxeno 30,40 3,12263 | 0,001 17,9724 42,8276
Bioaumento: naproxeno 18,20 0,008 5,7724 30,6276

Bioaumento : co sustrato -45,15 0,000 -57,5776 -32,7224

Lodos : naproxeno 12,20 0,054 -,2276 24,6276

Lodos : co-sustrato -63,50 0,000 -75,9276 -51,0724

Bioaumento : naproxeno P. putida : naproxeno 12,20 3,12263 0,054 -,2276 24,6276
P. putida : co-sustrato -18,20 0,008 -30,6276 -5,7724

Bioaumento : co-sustrato -63,35 0,000 -75,7776 -50,9224

Lodos : naproxeno 75,55 0,000 63,1224 87,9776

Lodos : co-sustrato -0,15 ‘ 1,000 -12,5776 12,2776

Bioaumento : co-sustrato P. putida: naproxeno 75,55 3,12263 \ 0,000 63,1224 87,9776
P. putida: co-sustrato 4515 \ 0,000 32,7224 57,5776

Bioaumento: naproxeno 63,35 ‘ 0,000 50,9224 75,7776

El color rojo de los valores obtenidos de p hace referencia a que la comparacién de medias es diferente.
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Con los datos obtenidos del analisis de comparaciones multiples de Tukey-Kramer HSD
(diferencia honestamente significativa), mostrado en la Tabla 22, se determind qué medias
fueron similares y cuales fueron diferentes con el 95% de seguridad, asimismo, se obtuvieron
los valores de homogeneidad por subgrupos para concluir qué tratamiento fue mas adecuado

para remover el farmaco.

Tabla 23. Resultados de homogeneidad por subgrupos con un 95% de intervalo de confianza.

Tratamiento Subconjunto a =0,05
N

1 2 3

Lodos : naproxeno 2 0,00 %

P. putida KT2440: naproxeno 2 0,00 %

Bioaumento : naproxeno 2 12,20 %

P. putida KT2440: co-sustrato 2 30,40 %
Bioaumento : co-sustrato 2 75,55 %
Lodos : co-sustrato 2 75,70 %
p 0,054 1,000 1,000

Como se observa en la Tabla 23, con los resultados evaluados a las 185 h se crearon tres
subconjuntos; en el primero, los tratamientos que tuvieron naproxeno como unica fuente de
carbono evidencian que el farmaco no se puede degradar como unica fuente de carbono a
corto plazo ya que con el 95% de seguridad se muestra que las medias de las poblaciones
son similiares. Por otro lado, el subconjunto 2 indica que el naproxeno pudo ser degradado en
un 30,4% por Pseudomonas putida KT2440 cuando estuvo en presencia del benzoato de
sodio como co-sustrato, del mismo modo, en el subconjunto 3 se muestran los resultados
empleando el co-sustrato pero con los inéculos de bioaumento y lodos activados (75,55% vy
75,7% respectivamente) y se obtuvo que ambos métodos aportan resultados que no son
diferentes estadisticamente pero que fueron el mejor tratamiento para biodegradar el

naproxeno al tiempo establecido.
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6. CONCLUSIONES

Se evalué la biodegradabilidad aerobia rapida del naproxeno con el procedimiento
normalizado OCDE 301 F: respirometria manométrica, obteniendo cero por ciento de
biodegradacion a los 28 dias, lo que permite catalogarlo como un compuesto no facilmente
biodegradable. Sin embargo, con esta prueba se pudo evidenciar que el farmaco puede ser

biodegradado al menos 18,77% mediante cometabolismo (7,75 mg/L).

Se determiné que el benzoato de sodio [720 mg/L] es el mejor compuesto para ser empleado
como co-sustrato para la degradacién del naproxeno cuando se emplea un indculo de cultivo
microbiano mixto de lodos activados. Lo anterior, debido a que fue la sustancia que mayor
favorecié el incremento de biomasa. Asimismo, se observd que el consumo de oxigeno fue

mayor respecto al de lactosa y el almidon.

Se eligid la cepa Pseudomonas putida KT2440 para realizar el bioaumento de los sistemas de
biorreaccion por ser la bacteria que degradd con mayor facilidad el benzoato de sodio
[720 mg/L] como co-sustrato, al ser comparada con P. fluorescens, P. aeruginosa, P. stutzeri

y P. alcaligenes.

La técnica analitica de MEFS-CG aplicada a las muestras de cada tratamiento, indican que el
porcentaje de biodegradacién de naproxeno fue de 75,7% (4,6 mg/L de un total de 6 mg/L) y
78,6% (4 mg/L de un total de 5,1 mg/L), respectivamente, para los tratamientos con
bioaumento y lodos activados usando el co-sustrato, es decir 47% mas que sélo empleando el

cultivo axénico (1,6 mg/L de un total de 5,5 mg/L).
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Se determiné que la cepa empleada de Pseudomonas putida KT2440 [10” UFC/mL] puede
tolerar el naproxeno a concentracion de 10 mg/L en corto plazo y puede biodegradar al
naproxeno [1,6 mg/L] cuando se adiciona un indculo pequefio [10° UFC/mL]. Sin embargo el
metanol como disolvente del farmaco es toxico para el inéculo, con lo cual se ve abatido el
potencial de biodegradacién de los compuestos quimicos evaluados: mezcla de sustancias

(34,1%), benzoato de sodio (29,8%) y naproxeno (0,9%).

El tratamiento en el que se degradd la mayor cantidad de farmaco fue en el que se empled un
in6culo de cultivo microbiano mixto de lodos activados sin adicion de una fuente alterna de

carbono (96,99%), sin embargo el tiempo requerido para removerlo fue de 639,5 h.

Con las cinéticas obtenidas a partir del modelo de Gompertz, se evalud la degradacion del
naproxeno en todos los tratamientos a las 185 h y se obtuvo que en todos los casos, la
adicién de un co-sustrato disminuye el tiempo de biorreaccion para la remocion del farmaco:
30,4% usando un cultivo axénico de Pseudomonas putida KT2440 (1,6 mg/L de un total de
5,5 mg/L), 75,7% para los tratamientos con inéculo microbiano de lodos activados (3,86 mg/L
de 5,1 mg/L) y 75,5% para los sistemas donde se empled la técnica de bioaumentacién
(4,53 mg/L de 6 mg/L), no obstante, la diferencia porcentual entre los dos ultimos tratamientos

no fue estadisticamente significativa.
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7. RECOMENDACIONES

Para realizar el ensayo de induccion con bioaumento, se puede aclimatar la mezcla de
inéculos durante una semana a modo de evitar la fase de adaptacién (lag) y asi disminuir el

periodo de biodegradacién por 80 h.

Para constatar la biodegradacién del compuesto farmacéutico es necesario monitorear su

transformacion con la formacion de metabolitos hasta su mineralizacion.

Otra forma para inducir la biodegradacién del naproxeno es tomar los microorganismos del
reactor de toxicidad (naproxeno : benzoato de sodio) presentes al final de los ensayos de
biodegradabilidad o de los tratamientos con lodos activados y emplearlos como inéculo para

bioaumentar los sistemas de induccién, es decir, con microorganismos pre adaptados.

Se puede adicionar mas co-sustrato en el punto de inflexiéon de la curva de crecimiento (fase
log) de modo que se puedan seguir sintetizando las enzimas para incrementar la

biodegradacioén del naproxeno.
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8. GLOSARIO

Bioaumentacion. Practica de incrementar la poblacion de bacterias nativas de un sistema de
tratamiento de aguas con la adicién de bacterias adaptadas selectivamente, las cuales han
sido desarrolladas para aumentar los rangos de reduccién organica o proporcionar la
habilidad de degradar compuestos previamente considerados como dificiles o no
biodegradables. Esta técnica no sustituye la poblacion de bacterias existentes, pero aumenta
su habilidad de responder a ciertas situaciones o degradar compuestos de la corriente de
desechos, dando como resultado una mejora del tratamiento. Las minorias bacterianas juegan

un papel muy importante en el tratamiento biolégico del agua. (SOLBIO, 2010).

Biodegradacion aerobia. Degradacion biolégica que se realiza con condiciones de

concentracion de Oz libre de al menos 2 mg/L.

Bioestimulacion. Adicién de nutrientes como fésforo o nitrégeno que limitan la degradacion
del contaminante para estimular la actividad de los microorganismos autéctonos, y mejorar asi
la biodegradacion de contaminantes organicos o bien, la inmovilizacion de contaminantes

inorganicos in situ.

Biorremediacién. Biotecnologia disefiada para corregir o evitar los efectos de la
contaminacién quimica sobre el medio ambiente en la cual se aprovecha la capacidad
catalitica de los seres vivos (enzimas) para aumentar la velocidad de degradacién de un
contaminante, asimismo, con esta tecnologia se estudian los factores limitantes de la

biodegradacion y se actua sobre ellos para acelerar el proceso.

Biotransformacién con co-sustrato. Se trata de anadir un compuesto organico (analogo

del contaminante), normalmente natural, que permita la induccién de las enzimas necesarias

91



Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

para la degradaciéon del compuesto no deseado, asi como el mantenimiento de suficiente

masa celular.

Cometabolismo. Proceso en el que un compuesto es degradado por un organismo sin
proporcionar energia o sustratos para el crecimiento. Este término se utiliza con una doble
definicion: (1) proceso desarrollado fortuitamente por enzimas que son inducidas por una
molécula diferente de aquella que se metaboliza, (2) procesos en los que los miembros de

una comunidad microbiana metabolizan los subproductos metabdlicos de otros.

Co-sustrato. Compuesto quimico natural que induce el proceso biodegradativo de un

compuesto organico.

Induccién. Proceso por el que un gen inactivo o con una actividad basal pasa a ser trascrito

intensamente.

Repetibilidad. Indica el grado de acuerdo entre resultados mutuamente independientes de un
ensayo, obtenidos utilizando el mismo método, en idénticos materiales, en el mismo

laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo y en un corto intervalo de tiempo.

Sintrofia. Situacidon nutricional que se da en un consorcio de organismos cuyas actividades
metabdlicas actuan de forma secuencial en la degradacién de un compuesto sin que ninguno
por separado sea capaz de degradarlo completamente. Un requisito importante de este
fendmeno es la proximidad fisica, que minimiza la distancia a la que los compuestos difunden
entre las células que establecen una relacion sintrofica, las cuales se benefician mutuamente.

(UGR, 2011).
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9. ANEXOS
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9.1. Caracteristicas del naproxeno

Tabla 24. Propiedades fisicas, quimicas, seguridad y entrega del naproxeno

Nombre

Naproxeno. CHy

Acido (S)-6-Metoxi-a-metil-2-naftalenacético.
eoR

o

Acido d-2-6-metoxi-2-naftil) propidnico

Formula molecular

C14H1403

Peso molecular

230,26

Color y forma

Polvo cristalino blanco (AHFS, 2009; CPFEUM, 2004; McEvoy, 1993). Cristales de
acetona-hexano (Merck & Co., 2006).

Olor

Practicamente inodoro (AHFS, 2009; CPFEUM, 2004; McEvoy, 1993).

Punto de fusion

155 °C (Lide, 2007).

Constante de acidez

pKa = 4,15 + 0,3 (Seeber y Hoa, 2010).

Coeficiente de particion:
Octanol/agua (Kow)

3,18 (Seeber y Hoa, 2010; Hansch, Leo y Hoekman, 1995).

Solubilidad

Ligeramente soluble en éter; soluble en metanol, cloroformo (Lide, 2007). Soluble en 25
partes de etanol (96%), 20 porciones de metanol, 15 partes de cloroformo. Practicamente
insoluble en agua y soluble en alcohol (Merck & Co., 2006; McEvoy, 1993). En agua, 15,9
mg/L a 25 °C (Yalkowsky y He, 2003). Soluble en metanol 60,8mg/mL y 46,7 mg/mL en
etanol a 30 °C (Lefler, Bhagdeo y Villeneuve, 2007).

Propiedades espectrales

Rotacioén especifica: 66° a 25°C en cloroformo (Merck & Co., 2006).

Presién de vapor

1,89x10‘6 mmHg a 25°C (Seeber y Hoa, 2010; EPA EE.UU., 2009; Doucette, 2000;
Bidleman, 1988; Lyman, 1985).

Constante de Henry

3,39x10™"® atm*m®mol a 25 °C (Seeber y Hoa, 2010; EPA EE.UU., 2009).

Descomposicion peligrosa

Emisién de humo acre y vapores cuando se calienta hasta la descomposicion (Sax y
Feiner, 1984).

Condiciones de
almacenamiento

Comprimidos convencionales, de liberacion prolongada (con cubierta entérica) y tabletas
deben guardarse en recipientes ambar bien cerrados a 15 - 30°C. Suspension oral debe
ser almacenada en recipientes resistentes a la luz de 15 - 30°C, deben evitarse
temperaturas superiores a 40°C (AHFS, 2009).

Métodos de eliminacién

Relleno sanitario, aunque las practicas de eliminacion estan sujetas a revision
significativa. Antes de implementar la eliminacion de la tierra residual (incluidos los lodos
residuales), se debe consultar con agencias normativas ambientales para la orientacion
sobre las practicas de eliminacion aceptable.

Métodos de fabricacion

Tres consecutivas reacciones de catalisis de transferencia de fase (esterificacion,
alquilacion, e hidrdlisis) se utilizan para convertir los derivados del acido fenilacético a
naproxeno (Ullmann, 2003). El naproxeno, es preparado a partir de 2-naftol por la
acilacion de Friedel-Crafts, de 2-metoxinaftaleno y posterior reaccion Willgerodt-Kindler.
La configuracion S que se obtiene de la mezcla racémica con el alcaloide cinconidina es
el isémero eficaz (Kirk-Othmer, 2001).

94




Biodegradacion inducida de
naproxeno bajo condiciones
controladas de laboratorio

9.2. Protocolo para la obtencion de muestra e inéculo de lodos

activados

Determinacién de sélidos suspendidos totales (SST)

La materia suspendida o disuelta que esta contenida en un lugar residual recibe el nombre de
soélidos, éstos se pueden distinguir en tres categorias: solidos totales, solidos disueltos totales
y sdlidos disueltos volatiles. Con la finalidad de conocer el volumen de in6culo que debe

adicionarse a los reactores, se determinaron solamente lo sélidos totales.
Fundamento

Los Sdlidos suspendidos totales (SST) miden elementos particulados, minerales (que
corresponden en promedio al 30% de los lodos activados) y elementos organicos
(microorganismos vivos y muertos). Los SST son la porcion de los soélidos totales retenida por
un filtro, por lo tanto es necesario hacer pasar una muestra bien mezclada por un filtro
estandar de fibra de vidrio y el residuo contenido en el mismo se seca a peso constante a

103-105 °C. El aumento de peso con respecto al crisol vacio representa los sélidos totales.
Material

Crisoles Gooch, horno de secado a 103-105 °C, desecador, aparato de filtracion a vacio,

pinzas para crisol, balanza analitica con resolucion de al menos 0,1 mg.

Procedimiento

e Colectar una muestra de aproximadamente 1L de lodos activados del tanque de aireacién
de una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR).

¢ Mantener los lodos en aireacion y agitacion moderada durante 4 horas.
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e Medir pH y si es necesario ajustar a la neutralidad con solucién de H,SO4 0,1 M.

e Dejar sedimentar los lodos media hora.

e Descartar el sobrenadante.

e Adicionar 1L de medio mineral para lavar los lodos.

e Dejar sedimentar, dejar poco medio mineral en los lodos, de tal manera que sean
accesibles a futuros estudios.

e Lavar crisoles Gooch y secarlos.

e Insertar un disco de papel Whatman de microfibra de vidrio GF/A de 2,1 mm de diametro
(1,6 ym de tamanio de poro) con la cara rugosa hacia arriba del crisol.

e Colocar el crisol con el papel en la fuente de vacio y lavarlo con agua destilada.

e Eliminar toda el agua e introducir los crisoles en la estufa a 103 -105 °C durante 1 hora.

e Sacar los crisoles y conservarlos en el desecador. Dejar enfriar aproximadamente 40
minutos.

e Pesar los crisoles en la balanza analitica y comprobar que se encuentran a peso

constante (Peso A)

Peso constante. Es la masa alcanzada cuando la diferencia entre dos pesadas sucesivas de la
muestra a temperatura ambiente, después del proceso de secado, con un intervalo de 2 horas entre

ellas, no exceda 0,0005 g (0,5 mg) (CPFEUM, 2004).

e Montar el aparato de filtracion e iniciar la succion. Filtrar un volumen medido de muestra
(5 0 10 mL). Retirar el crisol del aparato de filtrado.
e Secar en la estufa a 103-105 °C durante 1 6 2 horas dependiendo de la cantidad de

muestra.
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e Sacar los crisoles y conservar en el desecador. Enfriar 40 minutos aproximadamente.
Pesar en balanza analitica (Peso B). Repetir el ciclo de secado, enfriado, desecacién y

pesado hasta obtener un peso constante.

(pesoB—pesoA)[/g/J 1000mg 1000/'7"{ _mg

Volumende muestra[;rff} * 1[%] * 1L L

SST =

Nota: El lodo del in6culo debe de tener maximo 3- 5 g SST/L en su concentracion final, es
decir la de los reactores. Si la concentraciéon de SST es alta, diluir con medio mineral hasta

obtener la concentracién adecuada.
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Preparacién del inéculo a partir de sobrenadante

El in6culo también puede obtenerse del sobrenadante de la seccion sedimentable de los lodos

activados.
Fundamento

Esta técnica se apoya en que en esta fraccién se encuentra la mayor cantidad de bacterias

cultivables (Vazquez-Rodriguez y Beltran, 2004).

Procedimiento

e Se toma una muestra de de 1L de lodos activados del tanque de aireacion de una

planta de tratamiento de aguas residuales.
e Dejar airear 4 horas inmediatamente después del muestreo.
e Centrifugar las muestras 4 minutos a 500 x g o dejar sedimentar 30 minutos.

e Recuperar el sobrenadante en otro matraz, mantener en agitacion.

e Tomar una alicuota que represente el 1% del volumen total del medio de biorreaccion y

adicionarla al contenedor donde se realizara el ensayo experimental.
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9.3. Calculo de la demanda teérica de oxigeno (DTO)

El procedimiento OCDE 301 F indica que la sustancia de prueba se debe adicionar como
unica fuente de carbono a una concentracion de 100 mg/L é de 50 — 100 mg DTOIL, si es que

se conoce la composicion de la sustancia y su pureza (OCDE, 1992).

Para el caso del naproxeno, la DTO se calculé sin considerar la nitrificacion, debido a que el

compuesto no contiene ningun atomo de nitrégeno:

16 2c+1(H—C/—3N)+3S+EP+1Na—o
DTONny = 2 2 2 ;mg /mg ;
NH, PM +TYQ, sustancia
Donde:

C =Numero de atomos de carbono N = Numero de atomos de nitrégeno
H = Numero de atomos de hidrégeno Na= Numero de atomos de sodio

Cl = Numero de atomos de cloro O = Numero de atomos de oxigeno

a) Naproxeno: C14H1403
CHs

o

Mo OO A C=14; H=14 y O=3
0]

=2,22mgo / MAnaproxeno
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b) Acetato de sodio:

CH3COONa
0
HsC——4( C=2; H=3; 0=2; Na=1
0 Na'
16[2(2)+1(3)+1(1)—2}
2 2
DTOpy, = =

=0,78mgg, /mgacetato de sodio
c) Benzoato de sodio:

NaC5H5C02

C=7; H=5; O=2 y Na=1

=1,66 mgo, /mgbenzoato de sodio

d) Glucosa: CeH1206
OH OH
ozf*\]//L\i//*\\//OH C=6; H=12, 0=6
OH OH

— 16{2(6)+;(12)—6}

180,16 =1,06mgo, / MYglucosa
e) Acido glutamico CsHeNO,
i I
NH2

=0,98mgp /mgécido glutdmico
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f) Metanol CH3OH
H;C—OH C=1; H=4; O=1
1
16[2(1)+2(4)—1}
DTOpny = 5 =1,5mgq /mgmetanol

dg) Almidon soluble (maltosa) C12H22011

OH OH
H O H H O H
H H
OH H OH H C=12; H=22; O=11
HO o] OH
H OH H OH

16{2(12)+;(22)—11}

DTONH, = 3423

=1, 12”"902 /mgalmidén soluble

h) Lactosa monohidratada C12H22011-H,0

OH OH
HO 0 H v OOH
ol H o—XoH H - HO C=12; H= 24: 0=12
H H H
H OH H  OH

16[2(12)+;(24)—12}

360,31

DTONy, = =1,06mgg, /mglactosa monohidratada
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9.4. Curva de calibracion de McFarland

Curvade calibracion de McFarland.
ESPECTROFOTOMETRO ULTRASPEC 3000

10 ¢ 2Hg,+0;  +BaCly,, »2H" +2CI", +BaSO, |

0.9 ¢
e 08 L _¥—0,0462
S o7 0,0003
o
© 0.6 _
< Donde:
& 0.5
(8}
S 04 x =No. bacterias x10°/mL
_E : y = 0.0003X + 0-045 y=Absorbancia A’BOOnm
o 03 R2=0.9664
Q0
< 02

0.1

0.0

0O 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000
Numero de bacterias x 10%/mL

Grafica 14. Curva de Mc Farland realizada en espectrofotometro (Aggo)-
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9.5. Procedimiento OCDE 301 F: respirometria manomeétrica

Tomado y modificado de APHA et al, 1998

Introduccion

Para emplear este método, se debe conocer la formula de la sustancia de prueba y su
pureza o proporcion relativa de los principales componentes, por tanto se debe calcular
la demanda tedrica de oxigeno. Si la DTO no puede ser calculada se debe determinar
la DQO, pero si se obtienen altos valores de biodegradacion, éstos pueden ser
obtenidos si la sustancia de prueba es oxidada incompletamente en la prueba de DQO.
Las sustancias insolubles y volatiles pueden ser evaluadas considerando las debidas

precauciones.

Principio de la prueba:

Un volumen de medio mineral inoculado conteniendo una concentraciéon conocida de
sustancia de prueba (100 mg sustancia de pruebal/L; dando al menos 50-100 mg de
DTO/L), como unica fuente de carbono, es agitada en un frasco cerrado a temperatura
constante (x1 °C) durante 28 dias. El consumo de O, es determinado ya sea por medir
la cantidad de oxigeno (generado electroliticamente) requerido para mantener
constante el volumen del gas en el frasco del respirometro, o por el cambio en el
volumen o presion (o una combinacién de los dos). EI CO, generado es absorbido en
una solucion de KOH 30% (m/v). La cantidad de O, tomado por la poblacién microbiana

durante la biodegradacion de la sustancia de prueba (corregida por la incorporada por
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el inéculo solo corriendo en paralelo) es expresada como un porcentaje de la DTO o,
menos satisfactoriamente como DQO. Opcionalmente, la biodegradacion primaria
puede ser calculada también de analisis quimicos especificos suplementarios hechos al

inicio y al final de la incubacién, y la biodegradacion ultima por analisis de DQO.

Descripcién del método:

e Equipo de laboratorio: respirometro, recirculador de agua con control de
temperatura (x1 °C) y analizador de carbono (opcional).

e Debe de utilizarse agua desionizada o destilada, libre de concentraciones
inhibitorias de sustancias toxicas. No debe de contener mas de un 10% de
carbono organico disuelto, pues introduciria un error a la sustancia de prueba. Se
requiere agua con alta pureza para eliminar valores altos del blanco. La
contaminacion del agua puede ser causada por impurezas propias, por las
resinas de intercambio i6nico y material lisado de bacterias y algas. Para cada
corrida de pruebas, usar un sélo lote de agua a la que previamente se le habra
determinado la concentracion de COD presente.

e Las soluciones patron para medio mineral se describen en la Tabla 25.
Considerar que se deben esterilizar las soluciones A, C y D con calor humedo.
Para el caso de la solucion de CaCl, (B), esterilizar por filtracién por membrana
ya que con el calor el compuesto precipita. Conservar en refrigeracién hasta su
uso.

e La preparacion del medio mineral se realiza del siguiente modo: mezclar 10 mL
de la solucion (A) con 800 mL de agua, enseguida agregar 1 mL de las
soluciones (B), (C) y (D) y aforar a un litro con agua.
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e Solucion estandar para la sustancia de prueba. En caso de tratarse de una

sustancia poco soluble, ver mas adelante: Evaluacion de la biodegradabilidad de

compuestos poco solubles.

e Inoculo. Puede ser obtenido de diferentes fuentes: lodos activados, efluente de
lodos, aguas superficiales, suelos o de una mezcla de éstos.
e Preacondicionamiento del in6culo. El indéculo puede ser preacondicionado al

medio mineral o temperatura pero nunca a la sustancia de prueba.

Tabla 25. Composicion de las soluciones estandar para preparar el medio mineral

Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,) 8,50¢g
Solucién A Fosfato dibasico de potasio (K, HPO,) 21,75¢
pH=7,4 Fosfato dibasico de sodio heptahidratado (Na, HPO,-7 H,0) 33,40 g
Cloruro de amonio (NH,CI) 0,50 ¢g
Cloruro de calcio (CaCls,) 27,50 g

Solucién B
o cloruro de calcio dihidratado (CaCl,-2 H,0) 36,40 g
Solucién C Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQO,-7 H,0) 22,50 g
Solucién D Cloruro férrico hexahidratado (FeCl3:6 H,0) 0,25¢g

*Aforar cada solucién a 1L. .

Preparacion de los reactores

e Preparar una solucion de prueba y de sustancias de referencia, en frascos
separados, en medio mineral equivalente a una concentracion normalmente de
100 mg de sustancia quimica/L (dando de 50-100 mg DTO/L), usar soluciones
estandar. Calcular la DTO en base a la formacion de sales de NH;* a menos que

la nitrificacion sea anticipada, cuando el calculo sea basado en la formacion de
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NOs3". Determinar los valores de pH y ajustar a 7.4 £ 0.2 si es necesario. Las
sustancias pobremente solubles deberan de ser agregadas al final.

e Cuando se determine la toxicidad de la sustancia de prueba, preparar solucidn
mineral que contenga la sustancia de prueba y la de referencia en las mismas
concentraciones que las soluciones individuales.

e Si se requiere medicidn de la degradacién abidtica, preparar un biorreactor con
solucion de sustancia de prueba normalmente de 100 mg de DTO/L que ha sido
esterilizada con la adicion de una sustancia tdéxica a una concentracion
apropiada como el HgCl, [10 mg/L].

¢ Introducir el volumen necesario de solucion de sustancias de prueba y referencia,
respectivamente. En reactores respirométricos al menos por duplicado. Adicionar
un frasco con medio mineral (para el control del inéculo) y si se requiere una
mezcla de sustancia de Sref+SPba en una solucién esterilizada con HgCl,. Si la
sustancia es pobremente soluble, agregarla directamente en esta etapa en base

a peso/volumen.

NUmero de reactores

En una corrida tipica, el numero de matraces seran:

e Frasco 1y 2 Sustancia de prueba e indculo (prueba de sustencion);

e Frasco 3y 4 Sdlo inéculo (blanco del inéculo);

e Frasco 5 Sustancia de referencia e inéculo (control de procedimiento);

e Frasco6 Sustancia de prueba y agente esterilizante (control abidtico estéril)

e Frasco7 Sustancia de prueba, compuesto de referencia e inéculo (control de

toxicidad).
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Procedimiento

e Permitir a los frascos alcanzar la temperatura deseada y posteriormente inocular
los reactores adecuadamente con lodos activados preparados u otra fuente de
in6culo para dar una concentracion de SST no mayor a 30 mg/L. Ensamblar el
equipo, comenzar la agitacion, revisar que el equipo esté suministrando oxigeno
y empezar con la medicion de incorporacion de O,. Usualmente no se requiere
mayor atencion que tomar las lecturas necesarias y monitorearlas diariamente
para confirmar la temperatura y agitacién constantes.

e Cuando se utiliza un respirometro automatico, se obtiene un registro de
incorporacion de O, continuo de tal modo que la ventana de 10 dias se reconoce
facilmente. Para respirometros no automaticos, es conveniente realizar lecturas
diariamente.

e Calcular la incorporacion de O, de las lecturas tomadas en intervalos regulares y
frecuentes de tiempo usando los métodos dados por el fabricante del equipo. Al
final de la incubacién, normalmente de 28 dias, medir el pH del contenido de los
frascos, especialmente si la incorporacién de O, es menor o mayor que la DTO
de NH," para los compuestos quimicos que contienen nitrégeno.

e Si se requiere, retire muestra de los reactores, so6lo al inicio o al final del
experimento, para analisis de carbono organico disuelto (COD) y/o de la
sustancia especifica. En el retiro inicial, asegurese que el volumen restante de la
solucion que contiene la sustancia de prueba sea conocido. Cuando el O, es
tomado por una sustancia de prueba que contiene nitrégeno, determine el
incremento en concentracion de NO2  y NO3™ después de los 28 dias y calcule la

correccion de O, consumido por la nitrificacion.
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Evaluacion de la biodegradabilidad de compuestos poco solubles

e Mientras los liquidos homogéneos raramente presentan problemas, se
recomienda que los materiales solidos sean homogeneizados por un medio
adecuado para evitar errores debidos a la no homogeneidad. Se debe tomar
especial cuidado cuando se requieren pocos miligramos de muestras
representativas provenientes de la mezcla de sustancias con grandes cantidades
de impurezas.

e Se pueden utilizar varias formas de agitacion durante la prueba. Se debe tener
cuidado de utilizar sélo una agitacion para mantener a las sustancias dispersas, y
evitar un sobrecalentamiento, espuma excesiva y fuerzas de corte.

¢ Un emulsificador que provea una adecuada dispersion de la sustancia quimica.
Este no debe ser toxico para las bacterias y lo mas importante es que no debe
causar espuma bajo las condiciones de prueba.

e Los mismos criterios aplican para solventes emulsificantes.

e No es recomendable que se utilicen acarreadores solidos para la sustancia de
prueba sodlida, pero éstos pueden ser usados para sustancias oleosas.

e Cuando son utilizadas sustancias auxiliares, emulsificadores, solventes y
acarreadores, se debe de correr un blanco que contenga las sustancias
auxiliares.

e Cualquiera de las cuatro pruebas respirométricas (301 B, 301 C, 301 D o 301 F)
pueden ser utilizadas para el estudio de biodegradabilidad de compuestos poco

solubles.
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DATOS Y REPORTE
Tratamiento de resultados

e Los datos deben ser incorporados en una hoja de datos adjunta.

e Primero, calcular DBO (mg O./mg sustancia de prueba) ejercido después de
cada periodo de tiempo al dividir la incorporacion de O, (mg) de la sustancia de
prueba corregida por la obtenida en el blanco, por el peso de la sustancia de
prueba usada.

Ejemplo.

mgozincorporado por la sustancia de prueba—mgozincorporado por el blanco

DBO = -
mg sustancia de prueba en el reactor

e Calcular el % de biodegradacion.
e Cuando se hacen determinaciones opcionales de la sustancia especifica y/o el

COD, calcular el porcentaje de degradacion.

Validacion de resultados

e La incorporacion de O del indculo blanco es normalmente 20 — 30 mg O/L y no
debera ser mayor a 60 mg/L en 28 dias. Los valores mayores a 60 mg/L
requieren una examinacion critica de los datos y la técnica experimental. Si el
valor de pH se sale del rango 6,0 — 8,5 y el consumo de oxigeno por la sustancia
de prueba menor al 60% de la DTO, la prueba debera ser repetida con una

concentracion mas baja de la sustancia de prueba.
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9.5.1. Uso del Respirometro AER-200 Challenge technology

El respirometro AER-200 Respirometer (Challenge technology) esta disefiado para
contener en un sistema cerrado, una muestra liquida y un espacio libre (headspace) en
el cual se incorpora una cantidad conocida O, con la finalidad de mantener constante su

concentracion en el medio.

Figura 14. Componentes del Respirémetro AER-200 Challenge Technology

El oxigeno se suministra a un colector multiple (manifold), que distribuye el gas a 8
celdillas comunicadas a 8 reactores; si en éstos no hay requerimiento de O, entonces
se liberara un frasco de salida que a su vez sirve para compensar la presion

atmosférica.
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En la Figura 14 se muestra de manera general, la secuencia de procesos dentro del

respirometro.

Funcionamiento del respirdmetro AER-200 Challenge Technology

El Respirdmetro AER-200 utiliza unas celdillas que contienen aceite a través del cual
pasan burbujas de O, de volumen constante (=0,06 mgO,/burbuja), que son atraidas
hacia los reactores en respuesta a una caida de presion causada por su consumo. Para
evitar cambios de presion debido al CO,, producto de la respiracion, éste es removido
con una trampa de solucién de KOH al 30%. El registro del consumo de O, se realiza
cuando cada burbuja atraviesa el aceite e interfiere con un haz de luz que pasa a través
de las celdas cuyo volumen es proporcional al O, consumido considerando las

constantes obtenidas de la calibracion realizada por el fabricante (Tabla 26).

Se deben establecer las condiciones basales del equipo respirométrico antes de iniciar

los ensayos:

- Verificar que el flujo de oxigeno sea el adecuado (2 burbujas/s en el frasco de
salida de O, que mantiene la presion constante);

- Confirmar que el volumen de aceite de las celdillas, en su region de salida, tenga
una altura tal que en cada celda salga el mismo numero de burbujas cuando en
todas se mantiene la misma presion dada por el frasco de salida de O;; de no ser

asi, se debe de regular adicionando o quitando aceite a cada celdilla.

Previo a la realizacidn de cualquier ensayo respirométrico, debe realizarse una curva de

verificacion de la repetibilidad de las celdas del equipo como se indica en el anexo 9.6.
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Procedimiento

i. Encender el sistema respirométrico y durante =20 minutos, verificar la
repetibilidad de las celdas (anexo 9.6) a razdn de 2 burbujas/s.

i. Colocar en el respirometro los biorreactores tapados con el contenido adecuado
de medio de cultivo e indculo y permitir durante que alcancen la temperatura
deseada y velocidad de agitacion hasta la formacién del vortice
(aproximadamente 600 rpm).

e Si se adicionara algun compuesto como fuente de carbono, reducir la agitacion
a 300 rpm, y agregarla dejando mezclar durante 5 minutos (si la sustancia es
poco soluble, realizar el procedimiento indicado en el anexo 9.5. “Evaluacion
de la biodegradabilidad de compuestos poco solubles”. Tapar los reactores

e Si se requiere realizar cuantificacion microbiana, destapar y tomar una alicuota
de 50 mL de cada reactor.

e Si se desea, en este paso se puede verificar que la concentracion de oxigeno
disuelto en todos los reactores sea de ~7mg/L en la Ciudad de México.

iii.  Colocar las trampas de CO, (KOH al 30%) y dejar que los biorreactores se
nivelen a presion atmosférica colocando una aguja en la septa de la tapa y
establecer la velocidad de agitacion deseada durante 5 minutos.

iv.  Quitar las agujas e iniciar la dosificacion y monitoreo de oxigeno.

v. Cuando ya no se observa consumo de oxigeno significativo, detener el sistema
respirométrico.

e Si se desea, al final de la incubacién, medir el pH del contenido de los

reactores, especialmente si el consumo de O, fue bajo o mayor que la DTO.
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9.6. Repetibilidad de las celdas del Respirémetro AER-200

Challenge Technology previo a cada ensayo.

Antes de iniciar cualquiera de los ensayos de consumo de oxigeno, se verificd que bajo
las mismas condiciones de presion, por todas las celdas pasa la misma cantidad de
oxigeno a razdén de 2 burbujas/s (repetibilidad). Para tal efecto, se debe realizar el

siguiente procedimiento:

a) Encender el equipo respirométrico y la computadora, abrir la aplicacion AER-8U.

b) Abrir el tanque de oxigeno hasta observar en el regulador una presidon entre
2-3 psi.

c) Colocar un tapén en el sitio donde se compensa la presion atmosférica del frasco
de salida de oxigeno residual de tal modo que todo el gas sea liberado por las
celdas de flujo con aceite (Figura 14).

d) Comenzar a registrar el paso de oxigeno por las celdas en un archivo nuevo de
la aplicacion AER-8U vy realizar la compilacion de datos de consumo durante al

menos 20 minutos.

Si se observa que el numero de burbujas que pasan a través de la celda es mayor a lo
esperado (2 burbujas por segundo en el frasco de salida de O;) se debe cerrar un poco
la llave reguladora del paso de oxigeno y comenzar un nuevo archivo. Si se observan
claras diferencias entre las pendientes de cada celdilla, es conveniente balancerlas
adicionando o quitando aceite de tal modo que: (1) si alguna celda tiene pendiente
mayor a las otras, se debe disminuir para emparejarla con las celdas adyacentes

adicionando un poco de aceite a la misma; y (2) si la pendiente para alguna(s) celdas
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es menor que las otras y se desea incrementar su valor, entonces se debe quitar un

poco de aceite para nivelarla con las otras.

IMPORTANTE. Debido a que cada celda es independiente entre si, no es suficiente
colocar el mismo volumen de aceite en cada una, ya que el nivel adecuado, sdlo
depende de la presidon necesaria para que en todas las celdillas pase la misma cantidad

de burbujas del gas bajo las mismas condiciones.

Tabla 26. Datos de certificado de calibracion otorgado por el fabricante. Las celdas fueron
calibradas con C.V. %0,01% de acuerdo con los estandares de calibracién de Challenge
Technology.

NOMBRE Celda1 | Celda2 | Celda3 | Celda4 | Celda5 | Celda6 | Celda7 | Celda 8
2425 2426 2427 2428 2429 2430 2431 2432

F.C* | mL/burbuja | 0,0453 | 0,0457 | 0,0456 | 0,0457 | 0,0451 | 0,0455 | 0,0444 | 0,0455
(15 °C-35 °C)

mg O,/burbuja | 0,0589 0,0595 | 0,0593 | 0,0594 | 0,0587 | 0,0591 0,0577 | 0,0592
(25 °C, 1 atm)

* F. C. = Factor de Calibracion

Para la obtencion del gasto de oxigeno en cada celda [mg O./h 6 burbujas/s], se debe
considerar el factor de calibracién dado por el fabricante (Tabla 26). En las graficas (A)
se indica la tasa de consumo en mgOx/h para cada celda empleada; en las graficas (B)
se muestra el promedio de las curvas individuales con sus respectivas barras de
desviacion estandar, también se indica el gasto masico real que esta siendo

suministrado por el regulador que esta conectado al tanque de oxigeno.
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Validacion del sistema respirométrico.
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Grafica 15. Verificacion de la repetibilidad previo a la validacion del sistema respirométrico. A) Consumo de oxigeno por cada celda con su
respectiva tasa de suministro del gas; B) Promedio de consumo de oxigeno de las ocho celdas empleadas.

Evaluacion de la biodegradabilidad del naproxeno empleando el procedimiento OCDE 301F: Respirometria
manométrica.
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Grafica 16. Verificacion de la repetibilidad previo a la evaluacién de la biodegradabilidad de naproxeno. A) Consumo de oxigeno por cada
celda con su respectiva tasa de suministro del gas. B) Promedio de consumo de oxigeno de las ocho celdas empleadas.
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Seleccioén de co-sustrato.
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Grafica 17. Verificacion de la repetibilidad previo a la seleccién del co-sustrato. A) Consumo de oxigeno por cada celda con su respectiva tasa
de suministro del gas. B) Promedio de consumo de oxigeno de las ocho celdas empleadas.

Induccion de la biodegradaciéon de naproxeno por cometabolismo con inéculo de lodos activados.
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Grafica 18. Verificacion de la repetibilidad previo al ensayo de induccién de la biodegradacion de naproxeno por cometabolismo con inéculo
de lodos activados. A) Consumo de oxigeno por cada celda con su respectiva tasa de suministro del gas. B) Promedio de consumo de
oxigeno de las ocho celdas empleadas.
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Induccién de la biodegradaciéon de naproxeno por co-sustrato con inéculo de Pseudomonas putida KT2440.
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Gréfica 19. Verificacién de la repetibilidad previo al ensayo de induccién de la biodegradacién de naproxeno por cometabolismo por
co-sustrato con Pseudomonas putida KT2440. A) Consumo de oxigeno por cada celda con su respectiva tasa de suministro del gas.
B) Promedio de consumo de oxigeno de las ocho celdas empleadas

Adaptacion de la comunidad microbiana.
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Grafica 20. Verificacion de la repetibilidad previo al ensayo de adaptacion de la comunidad microbiana. A) Consumo de oxigeno por cada
celda con su respectiva tasa de suministro del gas. B) Promedio de consumo de oxigeno de las ocho celdas empleadas.
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Induccién de la biodegradaciéon de naproxeno por cometabolismo y bioaumento.
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Grafica 21. Verificacion de la repetibilidad previo al ensayo de induccién de la biodegradacion de naproxeno por cometabolismo y
bioaumento. A) Consumo de oxigeno por cada celda con su respectiva tasa de suministro del gas. B) Promedio de consumo de oxigeno de
las ocho celdas empleadas.
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9.7. Respirogramas de la biodegradacion inducida de naproxeno.
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Grafica 22. Datos crudos de consumo de oxigeno de la evaluacion de la biodegradacién de naproxeno por cometabolismo
con inéculo de lodos activados.
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Grafica 23. Datos crudos de consumo de oxigeno en la evaluacién de la biodegradacion de naproxeno por cometabolismo
con inéculo de Pseudomonas putida KT2440.
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Indculo: Lodos activados + Pseudomonas
putida KT2440
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Grafica 24. Datos crudos de consumo de oxigeno en la evaluacion de la biodegradaciéon de naproxeno bioaumentando
Pseudomonas putida KT2440 a lodos activados aunado al efecto de cometabolismo.
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9.8. Cuantificacion del naproxeno por MEFS-CG

Preparacion de material de vidrio empleado para las microextracciones.

e Lavar con jabon Extran libre de fosfatos y enjuagar con abundante agua.

e Dejar el material toda la noche en una mezcla hexano-diclorometano (1:1).

e Colocar la mezcla en los residuos, lavar con jabén Extran y enjuagar con
abundante agua.

e Adicionar solucion de KOH al 5% en metanol.

e Enjuagar con agua corriente y posteriormente con agua destilada.

e Secar inmediatamente con acetona y tapar con cinta de teflén el material limpio.

Curvade calibracion de naproxeno por MEFS-CG
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Grafica 25. Curva de calibracién del naproxeno silanizado por cromatografia de gases
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Tabla 27. Concentraciones determinadas de naproxeno al inicio y al final de cada ensayo.

Naproxeno

123

INICIO [ug/L] | FIN [ug/L] | % BIODEGRADACION
CN 0,5%0,1 0,2+0,1 92,0%
Naprox 1 6,4+0,5 0,2+0,1 96,5%
Lodos activados Naprox 2 6,0+£0,2 0,1+0,1 101,3%
Comet 1 54+0,8 1,3+0,1 75,8%
Comet 2 4,8+0,9 0,9+0,1 81,4%
Naprox 1 59+0,1 58104 1,9%
Naprox 2 6,3+0,4 6,2+0,3 0,4%
Pseudomonas putida KT2440

Comet 1 59+0,8 41+0,3 30,8%
Comet 2 5,0+0,2 3,6+0,2 29,1%
CN 0,4+0,1 0,3+0,1 23,5%
Naprox 1 54 +0,6 4,8 0,2 11,1%
Bioaumento Naprox 2 54+0,9 4,7+0,1 13,1%
Comet 1 6,0+ 0,4 1,7+0,1 72,5%
Comet 2 6,0+0,5 22+0,3 62,9%
CHy

+ MTBSTFA —— CHs

Naproxeno derivatizado

(cuantificado)
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