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Resumen

Los contaminantes emergentes (CE) son compuestos quimicos que pasan desapercibidos por la baja concentracion en
la que se encuentran en el medio ambiente, no obstante, empieza a destacar, pues generan impactos ecolégicos negativos.
El ibuprofeno se ha identificado como CE, porque su presencia en cuerpos de agua va de ng/L hasta ug/L; que, aunque
es minima, afecta a los organismos acuaticos, alterando su capacidad hormonal. La aplicacion de microorganismos para
la degradacion de compuestos organicos es la pauta para los avances en el tratamiento de cualquier contaminante por lo
que se realizd la evaluacion de cepas aisladas de suelo de composta para valorar su capacidad de crecimiento en
presencia de diferentes concentraciones de ibuprofeno como tnica fuente de carbono. Un total de 39 cepas fueron
aisladas del suelo, de las cuales todas fueron capaces de crecer en concentraciones de 0.1 mM, 0.5 mM y 1 mM de

ibuprofeno.
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Introduccion

A inicios de los afios 2000, el término contaminante
emergente (CE) empezd a ser usado para nombrar a las
sustancias quimicas que presentan potenciales riesgos para
los seres humanos y los sistemas ecoldgicos, incluida la
alteracion enddcrina 'y la neurotoxicidad [1]. La
caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no
necesitan estar constantemente en el ambiente para causar
efectos negativos, puesto que sus altas tasas de
transformacion/remocion se pueden compensar por su
introduccion continua en el ambiente [2]. Estos
contaminantes entran en el ambiente a través de diferentes
vias, como aguas residuales de tipo doméstico e industrial,
residuos de las plantas de tratamiento, efluentes
hospitalarios, actividades agricolas y ganaderas [3-7]. Segtin
la Informacion Farmacoterapéutica de la Comarca (INFAC)
[8], de todos los contaminantes emergentes, los que
posiblemente representan una mayor preocupacion son los
medicamentos, por lo que su estudio se halla entre las lineas
de investigacion prioritarias de los principales organismos
dedicados a la proteccion de la salud publica y
medioambiental.

Dentro de los farmacos mas consumidos a nivel mundial,
encontramos a los antiinflamatorios, debido a su
accesibilidad, de acuerdo con un relevamiento del Sindicato
Argentino de Farmacéuticos y Bioquimicos (SAFYB), el
85% de los adultos utiliza analgésicos de venta libre, [9]. En
esta clasificacion encontramos el naproxeno, acetaminofén y
el ibuprofeno, entre otros. El ibuprofeno (IB) es un farmaco

Expo Ibero Otofio 2022

10724-H

no esteroideo (AINEs) derivado del 4acido propidnico con
propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas,
[10]. El IB supera por mas del doble a los otros compontes
activos como el acido acetilsalicilico y el paracetamol.

Por sus propiedades hidrofobicas, biopersistentes y de baja
adsorcion a la materia orgénica es un compuesto de riesgo en
el ambiente [11]. Se ha detectado su presencia en cuerpos de
agua e incluso en agua potable, debido a la falta de un
tratamiento efectivo para su eliminacion en las plantas de
tratamiento de aguas residuales por métodos convencionales,
encontrandose en efluentes finales en concentraciones de
ng/L aug/L [12] y llegando al suelo mediante actividades de
riego [13, 14]. Debido a sus propiedades fisicoquimicas, los
metabolitos de este compuesto son capaces de permear hacia
las aguas subterrdneas y contaminar los acuiferos, o bien
quedar retenidas en el suelo y bioacumularse afectando al
ecosistema y a los humanos a través de la cadena trofica [15].
Este antiinflmatorio puede causar efectos adversos en
organismos acuaticos, inhibiendo su crecimiento, alterando
su capacidad hormonal, por lo cual se considera como un
disruptor endocrino [16], ademas de afectar su sistema
inmune. En los suelos, éste se acumula y causa efectos
toxicos sobre plantas, provocando la inhibicion de la raiz
[17].

Debido a la ineficiente remocion de este contaminante previo
a la descarga final de las aguas residuales, es necesario
generar alternativas de tratamiento para su degradacion. El
uso de microorganismos como herramienta de
biorremediacion ha sido empelada para la degradacion de
nuevos contaminantes, es decir, se los microorganismos y su
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capacidad metabolica para absorber, degradar o transformar
los contaminantes y retirarlos, inactivarlos o atenuar su
efecto en el ambiente [18]. En este proyecto se emplearon
bacterias con la capacidad de crecer en presencia de IB en
diferentes concentraciones en un medio restringido de
nutrientes.

Metodologia

Aislamiento de cepas bacterianas de suelo de composta

Se colectaron 40 g de una muestra de suelo de composta
casera, la cual se preservo a 4 °C hasta su uso. Para el
aislamiento bacteriano, se tomé 1 g de la muestra de
composta y se disolvio en 10 mL de agua estéril mediante el
uso de vortex. A continuacion, se realizé el aislamiento de
las cepas a través de diluciones seriadas por triplicado en
cajas Petri con medio de cultivo selectivo Ashby, papa
dextrosa (PDA) y GYM por método de extension e
incubadas a 35 °C por 24 horas.
Para la obtencion y purificacion de las cepas aisladas, se
hicieron resiembras en los medios de cultivo donde los
microorganismos habian crecido incubandolas a 35°C por 24
horas. Este proceso de realizd hasta obtener un cepario
axénico conformado de 39 cepas bacterianas.
Las cepas fueron resguardadas en glicerol de 1 mL a -80 °C
en un ultracongelador Thermofisher ubicado en el
laboratorio de biologia molecular en las instalaciones del
Instituto de Investigacion Tecnoldégica (IDIT) hasta su
posterior uso.

Caracterizacion microbiologica por tincion de Gram

Las 39 cepas aisladas se identificaron por tinciéon de Gram,
mediante el uso de colorantes, iniciando con el cristal violeta
por 45, se enguag6 con agua destilada y se le agregd Lugol
como mordiente durante 1 minuto; a continuacidn, se
enguagd con acetona y finalmente se le adicion6 safranina
como contraste. Las cepas se observaron en un microscopio
LeicaDM500 con el objetivo 100 X adicionando aceite de
inmersion.

Ensayo de crecimiento por técnica de microcultivo de las
cepas con ibuprofeno como fuente de carbono

Se realiz6 un indculo de 1 mL en microtubos de 1.5 mL en
medio de cultivo Luria Bertani (LB) por 24 horas a
temperatura ambiente a 200 rpm, posteriormente, las células
se lavaron dos veces, centrifugando a &, 000 rpm,
desechando el sobrenadante y resuspendiendo las bacterias
en agua destilada estéril. Posteriormente se inocul6 una placa
de 96 pozos. con Medio Minimo Mineral (MM9) utilizando
concentraciones de 0.1, 0.5 y 1 mM de ibuprofeno (Estandar
SigmaAldrich) y una razén de 1:10 de in6culo en el medio.
Las cepas se incubaron en un orbital Thermocientific QMAX
a 30 °C y 200 rpm por 96 horas (en el Laboratorio de
Ecologia Molecular Microbiana, Centro de Investigaciones
en Ciencias Microbiolégicas, BUAP). Posterior a las 96
horas de inoculacion se realiz6 la cuantificaciéon de UFC/mL
por el método de Goteo en Placa por Sellado Masivo [19],
con el uso de un replicador de placa de SigmaAldrich, las
cepas fueron selladas en placas Petri con medio de cultivo
MM + glucosa.
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Resultados y Discusion

Purificacion y seleccion de cepas bacterianas

Mediente resiembras por estriado en medios de cultivo
selectivos, Ashby, PDA y GYM; se obtuvo un cepario con
39 aislados bacterianos puros, de las cuales 15 crecieron en
medio GYM, 8 en medio Ashby y 16 en medio PDA.

Identificacion microbiologica de las cepas por tinciones

A partir de las tinciones realizadas para cada una de las 39
cepas se obtuvieron que, de las 16 cepas sembradas en medio
PDA, 14 corresponden a Gram negativas y 2 a Gram
positivas (Tabla 1). De las 15 cepas cultivadas en medio
GYM, 8 son Gram negativas y 11 Gram positivas (Tabla 2).
Finalmente, de las 8 cepas crecidas en medio Ashby, 7
resultaron ser Gram negativas y 2 Gram positivas (Tabla 3).

Tabla 1: Identificacion microbioldgica por medio de tincién de
Gram de cepas sembradas en medio PDA

Tinciones de Gram
Positiva Negativa

Cepas

P 20.1
P15.2
P 12.2.1b
P12
P12.2
P13.2
P15.2
P 7.1b
P62
P11 X
P12.2.1
P 19.1
P16.1
P 10.1
P11.1
P7.1a X
P 7.1b

>
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Tabla 2: Identificacion microbioldgica por medio de tincién de
Gram de cepas sembradas en medio GYM
Tinciones de Gram
Positiva Negativa
G10.2 X
Gl1C X
GI1.1B X
G3.1
GIL1A X
G2.1
G19.2
GI12.1R1A
G12.1R2B
GI12.1R1A
G12.1R2B

Cepas

>

e ltaltaltaltallte
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Tabla 3: Identificacion microbiologica por medio de tincion de
Gram de cepas sembradas en medio Ashby

(B Tinciones de Gram
Positiva Negativa

A 5b2 X
A 5bl X
A6.2 X

Ale6.l X

AB82 X
A 5al X
A9.2 X
A42 X
A 10.2 X

Escrutinio de las cepas aisladas por la técnica de
microcultivo en MM9 + ibuprofeno a diferentes
concentraciones

Las 39 cepas aisladas a partir del suelo de composta fueron
evaluadas con tres diferentes concentraciones (0.1 mM, 0.5
mM y 1 mM) de ibuprofeno con medio de cultivo MM9 en
placas de 96 micropozos por 96 horas a 30 °C y 200 rpm; la
finalidad de este ensayo fue conocer la concentracion
maxima tolerante de crecimiento de las cepas con el
antiinflamatorio como su unica fuente de carbono. Pasadas
las 96 horas posteriores a la inoculacion se realiz6 un sellado
en placa Petri con MM9 + glucosa (250 mM) para descartar
aquellas cepas que no pudieran crecer bajo estas condiciones
de cultivo. Se pudo observar que las 39 cepas tienen la
capacidad de crecer en diferentes concentraciones de
ibuprofeno siendo este la unica fuente de carbono disponible
en el medio (Fig 1).

I XX
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Fig 1: Cepas inoculadas por 96 horas en MM9 + ibuprofeno a) Concentracion de 0.1 mM de ibuprofeno; b) Concentracion de 0.5 mM de

ibuprofeno y c¢) Concentracion de 1 mM de ibuprofeno.
Conclusiones, perspectivas y recomendaciones

La presencia del ibuprofeno en el ambiente es preocupante
por su ecotoxicidad, generando un interés ecologico y de
salud publica.

La capacidad que tienen las bacterias de degradar
compuestos organicos es enorme y muy eficiente. Las cepas
aisladas a partir de suelo de composta casera tuvieron la
capacidad de crecer en presencia del antiinflamatorio
ibuprofeno. Las cepas se evaluaron en tres concentraciones
diferentes de ibuprofeno 0.1, 0.5 y I mM. Se esperaba que la
concentracion minima de ibuprofeno fuera insuficiente para
su crecimiento en el medio y que aquellas cultivadas en la
concentracion mas alta de 1 mM resultaran intoxicadas e
inhibidas en su crecimiento, sin embargo, todas las cepas
aisladas mostraron tolerancia y posible uso del
antiinflamatorio para la obtencion de energia al ser su unica
fuente de carbono.
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