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Resumen

El objetivo de este estudio fue analizar la contribucion de los microorganismos
asociados a la raiz de Typha latifolia, en la remocion de diclofenaco y naproxeno en
agua e identificar los subproductos de transformacion formados durante el proceso, en
humedales construidos de flujo subsuperficial horizontal. La celda de humedal
construido horizontal de flujo subsuperficial removié diclofenaco (3 mg/L) en un 82.01
% y naproxeno (5 mg/L) en un 74.54 % durante el periodo de experimentacién de 100
dias con un tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 3 dias y un flujo de 10 £4 mL/min.
Las plantas no mostraron signos de efectos negativos como clorosis, marchitamiento
e inhibicion en el desarrollo de hojas al estar en continuo contacto con la mezcla de
diclofenaco y naproxeno, todo ello en relacién con una celda control que solo fue
alimentada con una solucion de nutrientes. La identificacion de aislados bacterianos
en las raices de Typha latifolia fue muy diversa logrando identificar 208 colonias
bacterianas (14 morfotipos en total). Se realizaron pruebas bioquimicas y analisis de
tipo PCR, la identificacion bacteriana usando la base de datos de GenBank revelé un
porcentaje de identidad >90 % para cada uno de los aislados logrando identificar
molecularmente a 7 aislados, de los cuales 5 pertenecen al género de Pseudomonas,
uno al género de Ranhela y otro a Serratia. Se utilizaron herramientas de quimica
computacional para modelar en la solucion las posibles interacciones quimicas entre
diclofenaco y naproxeno con compuestos de la raiz (celulosa), asi como las
interacciones quimicas entre los farmacos, y se proponen posibles mecanismos de
degradacion para los farmacos dentro del humedal. ElI andlisis a nivel tedrico
semiempirico de PM6 indico una interaccion entre las moléculas de diclofenaco y
naproxeno a través de enlaces de hidrégeno y covalentes, lo que da lugar a moléculas
mas estables que podrian disminuir la eficiencia de eliminacion. En cuanto a la
interaccién entre celulosa y farmacos (naproxeno o diclofenaco), se encontr6 que los
farmacos interacttan con la celulosa de las plantas por puentes de hidrégeno y
ocurriendo la interaccion mas fuerte entre la celulosa y el diclofenaco. La evaluacion
de los mecanismos de degradacién propuestos indica que es factible la formacion de
8-clorocarbazol-1-carboxilato y 6°-metoxi-2"-acetonaftona en la remocion de
diclofenaco y naproxeno, respectivamente.

Palabras clave: Diclofenaco, naproxeno, humedales, remocion
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Abstract

The objective of this study was to analyze the contribution of microorganisms
associated with the root of Typha latifolia, in the removal of diclofenac and naproxen in
water and to identify the transformation by-products formed during the process, in
constructed wetlands of horizontal subsurface flow. The subsurface flow horizontal
constructed wetland cell removed diclofenac (3 mg/L) by 82.01 % and naproxen (5
mg/L) by 74.54 % during the 100-day experimentation period with hydraulic residence
time (HRT) of 3 days and a flow of 10 £4 mL/min. The plants did not show signs of
negative effects such as chlorosis, wilting and inhibition of leaf development when in
continuous contact with the mixture of diclofenac and naproxen, all in relation to a
control cell that was only fed with a nutrient solution. The identification of bacterial
isolates in the roots of Typha latifolia was very diverse, managing to identify 208
bacterial colonies (14 morphotypes in total). Biochemical tests and PCR analysis were
performed, bacterial identification using the GenBank database revealed an identity
percentage >90% for each of the isolates, achieving the molecular identification of 7
isolates, of which 5 belong to the Pseudomonas genus, one to the genus of Ranhella
and another to Serratia. Computational chemistry tools were used to model in the
solution the possible chemical interactions between diclofenac and naproxen with root
compounds (cellulose) as well as the chemical interactions between the drugs, and
possible degradation mechanisms for the drugs within the wetland are proposed.
Semi-empirical theoretical analysis of PM6 indicated an interaction between diclofenac
and naproxen molecules through hydrogen and covalent bonds, leading to more stable
molecules that could decrease removal efficiency. Regarding the interaction between
cellulose and drugs (naproxen or diclofenac), it was found that drugs interact with plant
cellulose through hydrogen bonds and the strongest interaction between cellulose and
diclofenac occurred. The evaluation of the proposed degradation mechanisms
indicates that the formation of 8-chlorocarbazol-1-carboxylate and 6 -methoxy-2"-
acetonaphthone is feasible in the removal of diclofenac and naproxen, respectively.

Keywords: Diclofenac, naproxen, wetlands, removal
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1. Introduccioén

En los ultimos treinta afios, se han identificado residuos de productos farmacéuticos
en casi todas las matrices de agua a nivel mundial, esto incluye agua superficial,
lagos, rios, arroyos, estuarios y agua de mar (McArdell y col. 2003., Watkinson y
col., 2009), aguas subterraneas (Fick y col., 2009), en efluentes y afluentes de
plantas de tratamiento de aguas residuales (EDAR) y lodos. Los productos
farmacéuticos aun no estan regulados por ninguna norma, por lo cual no existen
limites de concentracion al ser detectados en el medio ambiente (Tijaniy col., 2016),
estos residuos son considerados “contaminantes emergentes” que al ingresar al
medio ambiente tienen el potencial de causar impacto considerable en la salud
humana y los ecosistemas (Daughton, 2004). Dentro de la gama de productos
farmacéuticos, los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se
encuentran entre los mas conocidos, con una gran variedad de propiedades como
analgésico, antipirético y antinflamatorio, que se utilizan ampliamente en la medicina
humana y veterinaria, debido a su alto consumo, los AINE se ha identificado en el
medio ambiente en concentraciones generalmente del nivel de trazas.

La introduccién de AINE, en matrices ambientales como suelo, sedimento, agua
subterrdnea e incluso el agua potable se considera un problema emergente al que
se le ha dado reciente importancia debido a la toxicidad de las sustancias sobre los
organismos en el ambiente natural y potencialmente sobre el hombre, adn a las
bajas concentraciones detectadas en el ambiente (Almeiday col., 2013). En México,
el 10 % de los residuos que se desechan al ambiente son medicamentos. De ellos,
en agua se han encontrado mayormente el naproxeno (54 ng/mL), el ibuprofeno y
el diclofenaco, cada uno en concentraciones de 1.5 ng/mL (Pefia y Castillo, 2015).
Las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales en su conformacion
clasica mayormente basadas en tratamiento por lodos activados no remueven
eficientemente los farmacos y otros contaminantes organicos emergentes ya que se
han reportado eficiencias de remocion inferiores al 10 % en el caso de productos
farmacéuticos como carbamazepina, atenolol, acido acetilsalicilico, diclofenaco,
acido mefenamico, propanolol, acido clofibrico y lincomicina (Petrovic y col., 2005).
Por ello, la presencia de compuestos farmacéuticamente activos se ha convertido
en un problema de preocupacion ya que se pueden bioacumular en los organismos
acuaticos e incorporarse en la cadena trofica.

Para la eliminacion de farmacos de los efluentes contaminados se han planteado
diferentes alternativas. Entre éstas, se ha propuesto la implementacion de
humedales construidos ya que se busca que este tratamiento sea eficiente y de bajo



costo; siendo los humedales construidos una alternativa prometedora para la
eliminacién de productos farmacéuticos en aguas residuales (Matamoros y col.,
2006). Su aplicacion es sumamente atractiva debido a sus bajos requerimientos de
mantenimiento y bajo costo de instalacion y operacion, se ha probado su efectividad
en la remocion de nitratos y fosfatos, asi como para metales pesados y algunas
sustancias organicas (Prathap y col., 2017).

Diferentes estudios han reportado la capacidad de remocién de los humedales
construidos para eliminar contaminantes organicos. Por ejemplo, Hijosa y col.
(2016) utilizando un humedal horizontal de flujo subsuperficial para eliminar cafeina
(19.2 pg/L) e Ibuprofeno (10.4 pg/L) reportaron eficiencias de remocion de 60 % y
90 % respectivamente; asi mismo Zhang y col. (2016) indicaron una eficiencia de
remocion del 96 % para ibuprofeno (250 pg/L).

En los Ultimos afios la mayoria de los estudios en humedales construidos se
basaban en la evaluacién de su eficiencia de remocion. Sin embargo, existen
interrogantes que no se han respondido como, la generacién de subproductos de
degradacion cuya identificacion, concentracion y toxicidad no se conoce bien, el
papel de las plantas, los microorganismos desarrollados en la raiz de las plantas y
del medio de soporte sobre el porcentaje total del contaminante removido del agua.
Otro desafio para la eliminacion de los AINE se debe a que, en el medio ambiente,
éstos se encuentran presentes en mezclas de diferentes sustancias quimicas y se
desconocen las interacciones entre ellos y si éstas interacciones dificultan o facilitan
su eliminacion de las soluciones e incluso su toxicidad sobre los organismos en los
compartimientos ambientales.

El presente trabajo tuvo la finalidad de estudiar el papel de los microorganismos
desarrollados en un humedal construido de flujo subsuperficial horizontal (HC-
FSSH) plantado con Typha latifolia para remover una mezcla de diclofenaco y
naproxeno, dos AINE detectados en efluentes, en mayor concentracion, en aguas
residuales de México. El proyecto tiene el propésito determinar la capacidad de
remocién de los farmacos por el HC-FSSH y analizar el rol de las plantas de Typha
latifolia, el medio de soporte y los microorganismos en la eliminacion de estas
sustancias presentes en la solucion. Ademas, se estudido por modelamiento
computacional, las posibles interacciones entre diclofenaco y naproxeno, y con el
componente mayoritario de la estructura de la raiz, la celulosa, para dar una
explicacion a la eficiencia de remocion y a las limitaciones que estos sistemas
puedan tener al tratar mezclas de contaminantes de tipo farmacos.



2. Antecedentes

En las ultimas dos décadas, los compuestos farmacéuticos se han identificado como
contaminantes emergentes, ya que se utilizan cada vez mas tanto en terapia
humana como en veterinaria, incluida la agricultura y la acuicultura (Boxall y col.,
2015); donde muchos de ellos se expenden en México, sin receta médica.

Los farmacos se han disefiado para tener un modo de accién especifico, dirigido a
organos determinados, son sustancias de composicién quimica conocida que tienen
la capacidad de producir efectos o cambios en una determinada propiedad
fisiol6gica de quien lo consume; su dosificacion y sus efectos (tanto benéficos como
perjudiciales) son claramente conocidos cuando se recetan a los seres humanos o
a los animales. Los productos farmacéuticos son esenciales en la medicina actual y
aportan beneficios considerables para la sociedad, provocando que de manera
mundial se administren cerca de 4 000 ingredientes activos a través de
medicamentos con prescripcion, medicamentos sin prescripcion y medicamentos
veterinarios. Los ingredientes activos abarcan una amplia variedad de productos
quimicos sintéticos fabricados por empresas farmacéuticas tanto en paises
industrializados como en paises en desarrollo a un ritmo estimado del orden de 100
000 toneladas anuales (Weber y col., 2014).

Dentro de la gama de medicamentos con mayor indice de consumo mundial se
encuentran los AINE, estos representan una de las clases de farmacos terapéuticos
mas relevantes que se encuentran en los ecosistemas acuaticos de todo el mundo
(Beek y col., 2016). El uso extensivo de los AINE se debe a sus propiedades
analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias para disminuir el dolor y la inflamacién
en terapia tanto humana como veterinaria, inhiben la sintesis y liberacion de
prostaglandinas, del acido araquiddnico, actuando como inhibidores no selectivos
de las enzimas ciclooxigenasa (Gierse y col., 1995). Los AINE entran al medio
ambiente por la actividad de las industrias farmacéuticas, la eliminacion inadecuada
de productos no utilizados o caducados, los desechos generados en hospitales y
granjas de cria, y por las propias aguas residuales municipales tratadas o sin
tratamiento (Patel y col., 2019). Los AINE se expenden por medio de una receta y
muchos se comercializan sin receta, practicamente en el mundo (Wiegand y
Vernetti, 2017).

Los farmacos no se asimilan completamente en los seres vivos y se eliminan en
cierto porcentaje a través de la orina y heces, como metabolitos o subproductos de
degradacion o en una forma inalterada quimicamente, en el caso de ibuprofeno este
se elimina en un 10 % aproximadamente, de forma inalterada y, un 90 % se elimina



en forma de metabolitos, para diclofenaco el 60 % de la dosis administrada se
excreta con la orina como metabolitos, menos del 1 % se excreta como sustancia
inalterada. El resto de la dosis se elimina en forma de metabolitos a través de la bilis
con las heces (Llorens, 2019). Estas sustancias tienen como destino los cuerpos de
agua y el suelo, y se han convertido en unos de los productos farmacéuticos
identificados con mayor frecuencia en el medio ambiente (Fekadu y col., 2019), se
han detectado en diferentes ambientes en concentraciones que van desde ng a ug
por litro (Sivaranjanee y col., 2021)

La estructura quimica compleja y la estabilidad de estos contaminantes, ha
conllevado a que no se eliminen totalmente por las plantas de tratamiento de aguas
residuales, y puedan ser consumidos involuntariamente por los humanos en agua
del grifo que provienen de la potabilizacién de aguas superficiales (Nory col., 2021).

En el mundo, el diclofenaco es el farmaco mas frecuentemente detectado en
muestras ambientales, seguido del ibuprofeno y el naproxeno los cuales se han
detectado casi con la misma frecuencia que el diclofenaco, lo cual los coloca como
los tres farmacos mas frecuentemente detectados en muestras ambientales (Aus
der Beek y col., 2016). De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas, el
acido acetilsalicilico, el paracetamol, el diclofenaco, el ibuprofeno y el haproxeno se
incluyen en la lista de las dieciséis sustancias que se detectaron en aguas
superficiales, potables y subterraneas en el mundo, con concentraciones medias
globales que oscilan entre 0.03 y 0.90 pg/L (Aus der Beek y col., 2016)

2.1Vias de ingreso de los farmacos al ambiente

Desde la década de 1980 el consumo de productos farmacéuticos ha aumentado
entre un 7 y 8 % anual en los paises industrializados; donde los sectores de mayor
poder adquisitivo muestran un mayor consumo (Patel y col.,, 2019). En los
organismos, estas sustancias son biotransformadas parcialmente y se excretan
como una mezcla de metabolitos. Los sistemas de aguas residuales recogen una
gran variedad de farmacos de uso humano y veterinario, asi como metabolitos
probablemente mas toxicos que el medicamento original, al ser administrados en
hogares y hospitales. A lo anterior se suma la inadecuada disposicion final de los
sobrantes que se prescriben y que los individuos no consumen totalmente, asi como
a la falta de programas de recoleccion de medicamentos caducos que deben
implementar las autoridades sanitarias. Como consecuencia, varias clases de estos
compuestos estan siendo vertidos en aguas superficiales, subterraneas y aguas
costeras (Parolini y col, 2011), lo que evidencia que han sido descargados
continuamente en medios acuaticos sin ninguna restriccion, en todo el mundo



(Matamoros y col., 2007). La Figura 1 indica las posibles rutas de ingreso de los
farmacos al agua y al suelo.
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Figura 1. Vias de incorporaciéon de farmacos al medio ambiente (Patel y col.,
2019)

2.2 Productos farmacéuticos detectados en el medio ambiente

Actualmente los datos sobre el consumo de productos farmacéuticos en muchos
paises estan disponibles; sin embargo, son aun insuficientes para establecer datos
especificos de cada pais sobre el consumo de estos productos (Beek y col 2016) y
por lo tanto del impacto de los residuos que los contienen, aunque hay numero
creciente de estudios que han demostrado que los farmacos estan presentes en el
suelo y el agua a nivel mundial (IWW 2014; Hughes y col., 2013). Weber y col.
(2014) indicaron que se han detectado mas de 600 sustancias farmacéuticas activas
(o sus metabolitos y productos de transformacion) en el medio ambiente que
pertenecen a distintos grupos terapéuticos: antibiéticos, analgésicos, medicamentos
para la reduccion de lipidos, beta-bloqueadores, medios de contraste de rayos X y
estrogenos sintéticos. En la Figura 2 se muestra la gama de farmacos reportados
por diferentes paises. Dentro de los farmacos AINE mas detectados se encuentran
diclofenaco, carbamazepina, ibuprofeno, sulfametoxazol y naproxeno. Este trabajo



se enfocard particularmente a la eliminacion de diclofenaco y naproxeno mediante
el uso de un humedal construido de flujo subsuperficial horizontal (HC-FSSH).
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Figura 2. Farmacos detectados en cuerpo de aguas o efluentes de aguas
residuales y en suelo a nivel mundial (Adaptacion: Tim y col., 2016).

De acuerdo con Tim y col.,, (2016), los AINES se han detectado con mayor
frecuencia en un namero mas importante de paises, resaltando a diclofenaco como
el medicamento mas frecuentemente detectado.

En el caso particular de México, los estudios sobre la deteccion de productos
farmacéuticos son pocos; sin embargo, desde 2017 han surgido investigaciones que
describen la identificacion de algunos farmacos en agua. La Tabla 1 muestra los
farmacos mayormente detectados en agua en México.



Tabla 1. Concentraciones de farmacos detectados en agua en México.

Compuesto Concentracion Lugar de deteccion Referencia
(mg/L)
Diclofenaco 0.0011- 0.001276
Naproxeno 0.003- 0.00482
Cuernavaca, Rio Rivera-Jaimes
Acido salicilico  0.0002- 0.000664 Apatlaco y col. 2018
Atenolol 0.000012-
0.0000161
Gemfibrozilo
0.000046-0.000368
Diclofenaco 0.12-0.36
Tlaxcala, Rio Zahuapan Olivé y
Naproxeno 0.36-1.56 Navarro-
Frometa, 2017
Triclosan 0.31-15.32
Carbamazepina Cozumel, Pozos “Las Koch y col.
Diclofenaco Concentraciones Fincas” 2017
Propiconazol no detectadas
Sotalol
Bezabifrato
Naproxeno 0.0056-0.0135 Valle de México, Siemens et al.

canales de aguas del
Valle del Mezquital y
Valle de Tula

2008

Es preocupante el ingreso de los farmacos en el ambiente, no sélo por su
concentracion sino también por sus caracteristicas fisicoquimicas que explican su
naturaleza de ser persistentes y/o de biotransformarse en el medio en el cual se
encuentran por diferentes reacciones. Muchas de estas sustancias al incorporarse
al agua o al suelo son transformadas en subproductos por fotélisis, degradacion
microbiana, reacciones de oxidacion - reduccion o por hidrélisis. Sin embargo,
diferentes estudios indican que la identificacion analitica de subproductos es muy
complicada, debido a la escasez de patrones primarios o de técnicas de
identificacion, por lo que es necesario disponer de protocolos que permitan su
identificacion y determinar su toxicidad (Rahman, 2007; Belisario, 2007).



2.2.1 Propiedades Fisicoquimicas de los productos farmacéuticos

Los farmacos son moléculas que tienen actividad biologica sobre diferentes
organismos; sus propiedades fisicoquimicas influyen en su distribucion, su
movilidad quimica, su dispersién, determinan su persistencia en el ambiente y
pueden facilitar su bioacumulacion (Pastrana y col., 2015).

La gran mayoria de farmacos son acidos y bases débiles, por lo que su presencia
en forma ionizada o sin disociar depende del pH del medio y de la constante de
acidez (Ka) (Cartagena, 2012). Sin embargo, dentro de las propiedades
fisicoquimicas existen otras con la misma importancia para poder comprender el
comportamiento del medicamento en el ambiente: la solubilidad (S), la presion de
vapor, la constante de la ley de Henry (H), el coeficiente de adsorcién (Koc) y el
coeficiente de distribucion octanol-agua (Kow) (Pastranay col., 2015).

Un farmaco con alta solubilidad en agua no tiende a acumularse en el suelo nien la
biota porque es una sustancia muy polar, muy probablemente se degraden
preferentemente por hidrélisis quimica, por el contrario, un farmaco con un alto valor
de Kow (mayor a 4-5: compuesto no polar) puede fijarse mayormente en la materia
organica, sedimento o biota, lo que indica que tiene alta probabilidad de adsorberse
en suelos y de acumularse en organismos vivos, considerandose mas peligroso.

Una sustancia con un valor elevado de Koc, tendera a adsorberse en el suelo,
mayormente en la fraccion organica, con un alto potencial para contaminar aguas
superficiales (Pefia y col., 2006; Peng y col., 2007). La constante de Henry (H) es
un valor que representa la volatilizacion de cualquier sustancia, es decir, la
sustancia pasa a la fase gaseosa en algun grado, dependiendo de su presion de
vapor, su estado fisico y la temperatura ambiente. Los farmacos con valores
menores a 1x10° mm Hg como presion de vapor, se disolveran principalmente en
agua (Ramos, 2009); si el valor de H es menor a 9.9 x 10*! atm m%/mol entonces
se trata de un compuesto de baja volatilidad y eso puede explicar su mayor
distribucion en la fase soélida y/o acuosa.

Barceld y col., (2008) reportan que en los compartimientos suelo o agua con pKa <
3 6 4, los farmacos tienden a mantenerse en la solucion mientras que una sustancia
con pKa > 10 tiende a ser retenida en el suelo o en la fase sélida, debido a la forma
en la que pueden encontrarse ionizada o no ionizada. Las Tablas 2 y 3 muestran
las caracteristicas fisicoquimicas de algunos farmacos detectados en el medio
ambiente.



Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de algunos farmacos comunmente detectados en suelo y agua (Adaptaciéon: Ramos,

2009; Gao y col., 2013).

Potencial de bioacumulacion

Disociacion acido — base

Coeficiente Octanol-Agua (Log Kow) pKa (= -log Ka)
Alto Diclofenaco (4.51) Alta
8.0>Log Kow pKa <3
>4.3
Atenolol (9.60) Paracetamol
(9.38) Ciprofloxacina (6.90)
Sulfametaxazol (5.7)
Ofloxacina (5.49) Ibuprofeno
Moderado Estradiol (4.01) Ibuprofeno (3.97) Moderado (4.91) Ketoprofeno (4.45)
4.3>Log Kow 3> pKa< 10 Diclofenaco (4.15)
>3.5 Naproxeno (4.15)
Naproxeno (3.18) Carbamazepina
(3.13) Ketoprofeno (3.12)
Acido Clofibrico (2.57)
Estrona (2.45) Sulfametoxazol (0.89) Estradiol (24.71) Carbamazepina
Bajo Paracetamol (0.046) Ciprofloxacino (0.28) Baja (13.9) Acido clorfibrico (11.45)
3.5 >Log Kow Atenolol (0.16) pKa > 10 Estrona (10.71)
Ofloxacina (-0.39)




Tabla 3. Solubilidad, volatilidad y potencial de adsorcion en el suelo de algunos farmacos detectados en el ambiente

(Adaptacion: Ramos, 2009; Gao y col., 2013).

Solubilidad en agua (S)
Factor de solubilidad (a 25 °C; mg/L)

Volatilidad (H)

Constante Ley de Henry (a 25 °C, atm-m3®mol)

Adsorcion en suelo (Koc)
Coeficiente de Adsorcion

Muy soluble Atenolol (1.33X107) Muy volatil Ketoprofeno (2.12x101) Muy fuerte Ciprofloxacina
S > 1000 Ofloxacina (2.83X107) H< 10! Log Koc > 4.5 (4.78)
Ciprofloxacino (3 X10%)
Paracetamol (1.4X104
Soluble Volatil Fuerte Ibuprofeno (3.53)
1000 <S> 10000 101>H> 103 4.5 > Log Koc
> 3.5
Moderadamente Sulfametoxazol (610; a 37 °C) Moderadamente Moderado
100 < S <1000 Acido clorfibrico (583) 103 >H>10°% Paracetamol (6.30x10-°) 3.5 > Log Koc
>25
Ligeramente Ketoprofeno (51; a 22 °C) Ligeramente Ibuprofeno (1.50x107) Bajo Naproxeno (2.51)
0.1<S <100 Estrona (30) 105> H > 107 Carbamazepina (1.08x107) 2.5 > Log Koc Diclofenaco
Ibuprofeno (21) >15 (2.38)
Carbamazepina (17.7) Sulfametoxazol
Naproxeno (15.9) (1.86)
Estadiol (3.6; a 27 °C)
Diclofenaco (2.37)
Insoluble No volatil Ofloxacina (4.98x10-20)
S<0.1 107>H Ciprofloxacina (5.09x1019)

Atenolol (1.37x10-18)
Sulfametoxazol (6.42x10-13)
Diclofenaco (4.7x10-1?)
Estradiol (3.64x10-11)
Naproxeno (3.39x10-10)
Estrona (3.80x108)
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Es importante resaltar que todas las propiedades fisicoquimicas de los farmacos se
obtienen en condiciones controladas de laboratorio y con cantidades conocidas del
medicamento y esto no ocurre en la naturaleza, sin embargo, son propiedades que
ayudan a entender el comportamiento quimico de las sustancias. Otro punto
importante para considerar es tener en cuenta que un medicamento no permanece
intacto por tiempo indefinido en el medio ambiente, ya que con el tiempo puede sufrir
una transformacion, influenciada por los microorganismos, el pH, el clima, entre
otros (Ramos, 2009), lo cual provoca la formacién de metabolitos con propiedades
diferentes e incluso mas toxicos.

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, algunos productos farmacéuticos
pueden bioacumularse, como es el caso de diclofenaco cuyo Kow es alto, lo que
aumenta su potencial de bioconcentrarse por su afinidad por los lipidos; tanto
diclofenaco como naproxeno son compuestos no volatiles y tienen baja capacidad
para ser adsorbidos por el suelo, es por ello que, la mayoria de las ocasiones son
detectados en efluentes de agua y no en el suelo o en el sedimento. Son
compuestos ligeramente solubles lo que explica que de la dosis que se consume, el
ser humano solo asimile una fraccion y el resto se elimine en orina y heces llegando
asi a las aguas residuales municipales.

2.3 Efectos de diclofenaco y naproxeno en la naturaleza

Existe una creciente preocupacién sobre los efectos negativos que pueden provocar
los productos farmacéuticos en los ecosistemas y en los organismos no obijetivo;
como se ha explicado diclofenaco y naproxeno se encuentran en el grupo de
productos farmacéuticos mas detectados en al menos 50 paises (Tim y col., 2016).

Diclofenaco

La introduccién de diclofenaco como analgésico se inicié en 1973 (Novartis, 2014),
y desde entonces se han aprobado y comercializado diferentes productos
farmacéuticos que contienen diclofenaco. En 2008, Zhang y colaboradores
estimaron que se consumieron alrededor de 940 toneladas en todo el mundo de
acuerdo con la base de datos de salud de Intercontinental Marketing Services (IMS)
de forma que en 2012 ocupo el 12avo lugar en ventas de moléculas genéricas en
todo el mundo siendo el medicamento mas recetado (Palmer, 2012; Mcgettigan y
col.,, 2013; FDA, 2014). Desde principios de la década del afio 2000 diferentes
estudios han sefialado que diclofenaco es el producto farmacéutico que mas se ha
detectado en el ambiente (Aus der Beek y col., 2015; He y col., 2017).
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Entre los efectos negativos que se han reportado por la presencia de diclofenaco en
el ambiente, la literatura describe los siguientes:

Se han determinado concentraciones en los tejidos en las branquias y en los
rifones en peces de agua dulce inhibiendo el crecimiento y fecundacion de
los mismos (Hoeger y col., 2005).

Es extremadamente toxico para los buitres expuestos a través del uso de
diclofenaco en medicamento de uso veterinario para el ganado. Weber y
colaboradores (2014) reportaron la mortandad en poblaciones de buitres en
India, Pakistan y Nepal puesto que consumen cadaveres de ganado.

Se ha informado que 100 pg/L de diclofenaco pueden conducir a la inhibiciéon
de la sintesis de prostaglandina E2 después de 3 dias de exposicion en M.
galloprovincialis (Courant y col., 2017).

El farmaco puede generar estrés oxidativo en mejillones y peces a
concentraciones de exposicion de 5 ng/L a 1000 pg/L (Mezzelaniy col., 2016;
Toufexi y col., 2016)

Naproxeno

El consumo de naproxeno se inicié en 1976, convirtiéndose en el farmaco preferido
para el tratamiento de la artrosis en pacientes con alto riesgo cardiovascular
(Barcellay col. 2019), es un antinflamatorio que al igual que diclofenaco no requiere
de receta médica para que pueda consumirse, lo que favorece su alto consumo y la
potencial entrada de este al ambiente provocando efectos negativos. Hasta ahora
se conoce poco de los efectos ambientales a largo plazo por la exposicién continua
a naproxeno. De acuerdo con diferentes estudios algunos de los efectos de
naproxeno son los siguientes:

La exposicién cronica a naproxeno causo la inhibicién del crecimiento de C.
dubia, aparentemente por la formacién de subproductos de la degradacién
fotocatalitica del naproxeno los cuales parecen ser mas téxicos que el
naproxeno (Isidori y col., 2005).

Se demostro que, en un lago, el naproxeno se acumulaba en la bilis de los
peces a concentraciones 1000 veces mayores a las detectadas en el agua
(Brozinski y col., 2012).

Auln en concentraciones ambientales del orden de trazas (ng/L), el naproxeno
afecta la expresion del ARNm y causa efectos gastrointestinales y renales en
el pez cebra (Ding y col., 2017).

Una exposicion de 14 dias a 10 pg/L de naproxeno en el pez cebra resultd
en una expresion genética alterada en el tejido branquial (Li y col., 2016).
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2.4 Formacioén de subproductos de diclofenaco en el ambiente

El diclofenaco entra en las aguas superficiales a través de los residuos solidos y las
aguas residuales municipales, tratadas o crudas lo que potencialmente le da la
posibilidad de alcanzar las fuentes de agua que se aprovechan para la potabilizacion
y suministro a la poblacion. El diclofenaco también puede contaminar tierras
agricolas a través de la aplicacion de lodo de alcantarillado municipal como fuente
de nutrientes en el suelo, lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales
utilizadas como mejoradores de suelos o a traves de la disposicion directa de las
aguas residuales. Estudios sobre el Koc de diclofenaco demostré que la sorcidon
incluso en sedimentos arenosos es relevante y, por lo tanto, es menos movil en
aguas subterraneas (Scheytt y col., 2005).

Diclofenaco tiende a transformarse facilmente en el ambiente, principalmente en
derivados hidroxilados, el principal proceso natural de degradacion es la
transformacion fotocatalitica por la luz del sol (Zhang y col., 2008; Vieno y Sillanpaa,
2014), aunque hasta el momento los estudios sobre la ocurrencia y toxicidad de sus
metabolitos en el medio ambiente aun no se comprenden (Nor y col., 2021).

En el suelo, la presencia de microorganismos actlua para biotransformar el
diclofenaco. Algunos estudios en laboratorio han utilizado hongos del suelo, para
evaluar su capacidad de degradar diclofenaco. Urrea y col. (2010) utilizaron el
hongo Trametes versicolor e identificaron los metabolitos 4-hidroxidiclofenaco y 5-
hidroxidiclofenaco. Sin embargo, no fue posible detectar algunos metabolitos de
degradacion dada su baja concentracion. La Figura 3, muestra las rutas mas
importantes de transformacién de diclofenaco: fotolisis directa e indirecta,
complejacién con metales y degradacion microbiolégica.
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Figura 3. Rutas de transformacion de diclofenaco en agua y suelo (Domaradzka y
col., 2015; Arnold y col., 2007)

2.5 Formacién de subproductos de naproxeno en el medio ambiente

El naproxeno es uno de los productos farmacéuticos acidos mas utilizado por el
hombre por sus propiedades como antiinflamatorio y antipirético, y es posible
obtenerlo sin receta médica (Straub y Stewart., 2007; Daneshvary col., 2010; Araujo
y col., 2011).

Después de la administracion terapéutica este farmaco entra principalmente en los
ecosistemas acuaticos a través de las plantas de tratamiento de aguas ya que en el
ser humano se absorbe solo una pequefia fraccion y casi el 80 % se excreta
inalterado o en sus formas conjugadas (Carballa y col., 2008). Su presencia en
diferentes entornos se ha convertido en un problema grave porque el naproxeno y
sus derivados tienen efectos adversos sobre la biota, como la alteracion de la
peroxidacion lipidica en moluscos del género Bivalvos (Zheng y col., 2012).

En el agua, el naproxeno se puede transformar por fotélisis directa e indirecta. Por
fotolisis directa se han identificado algunos metabolitos como 6-O-
desmetilnaproxeno (2- (6-hidroxinaftaleno) 2-il) acido propanoico) y el 1- (6-
metoxinaftaleno)2-il) etanona. No se han logrado identificar subproductos de
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degradacion por fotdélisis indirecta, aungque no se descarta la transformacion en otros
subproductos. La degradacion microbioldgica en suelos revel6 como resultado la
hidroxilacion de naproxeno por citocromo P-450 monoxigenasa (Tiehm y col., 2011;
Topp y col., 2008). La Figura 4 detalla algunos subproductos de naproxeno
identificados en agua y en suelo.
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Figura 4. Rutas de transformacion de naproxeno en agua y suelo (Domaradzka y
col., 2015; Vulava y col., 2016)

2.6 Métodos de tratamiento para la eliminacion de productos farmacéuticos

Los productos farmacéuticos se pueden eliminar usando diversos métodos de
tratamiento, tales como bioldgicos, fisicoquimicos y de oxidacion; sin embargo, la
mayoria de estos tratamientos tienen desventajas, como contaminacion secundaria,
alto costo de mantenimiento y procedimientos complicados en el tratamiento (Grassi
y col., 2012). A continuacion, se describen algunos ejemplos de estos procesos de
tratamiento.

Los procesos fisicoquimicos se utilizan tipicamente en el tratamiento de agua
convencional para eliminar patégenos, controlar problemas de sabor y olor y reducir
la turbidez. Estos procesos también pueden tener el beneficio adicional de reducir
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la carga de micro contaminantes en los productos terminados, sin embargo, la
eliminacion es frecuentemente insuficiente (Benner y col., 2013). Dentro de estos
procesos se encuentran el uso de carbdén activado, coagulacion-floculacién y
filtracion por membrana. Diemert y col., 2013, investigaron la eliminacion halo-
benzoquinona usando la coagulacion como método, y determinaron una eficiencia
de remocion menor al 15 %. Diferentes estudios han reportado que estos métodos
son poco eficientes para remover compuestos como nonilfenol, estrona, estradiol y
muchos otros productos farmacéuticos y productos de cuidado personal (Bolong y
col.,, 2009). Los tratamientos con carbon activado y el uso de membranas han
demostrado ser los mas eficientes para remover farmacos,

En los ultimos afios se han utilizado tecnologias avanzadas como el tratamiento
mediante osmosis inversa, la ultrafiltracién, la nanofiltraciéon y los procesos de
oxidacién avanzada para remover concentraciones traza de farmacos.

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) generan radicales hidroxilos en
cantidades suficientes para ser capaces de oxidar la mayoria de los compuestos
quimicos complejos presentes en aguas residuales. Entre estos procesos se resalta
los basados en la cavitacion (generada tanto por medios de irradiacion ultrasénica
como por constricciones del fluido empleando valvulas, orificios o venturis, entre
otros) (Gogate y col., 2009).

La fotocatdlisis heterogénea es uno de los procesos de oxidacion avanzada mas
estudiados, utiliza fotocatalisis nanoestructurada para maximizar la absorcion de
fotones y reactivos, teniendo como ventaja el bajo precio y la estabilidad quimica de
la mayoria de los fotocatalizadores utilizados como el Oxido de titanio (TiO2). Sin
embargo, su aplicacién al tratamiento de grandes volimenes de agua es dificil,
debido al costo de la electricidad requerida ya que se utiliza radiacion artificial a
través de lamparas ultravioleta-visible (Rodriguez y col., 2012).

Otros POA han utilizado ozono con peroxido de hidrogeno (O3/H2032) y se ha logrado
la remocién de 90 % de ibuprofeno y diclofenaco (Zwiener y col., 2000). Una
desventaja mas de estos procesos es su alto costo al aplicarlo a escala ya que
puede ser hasta cuatro veces el costo de un tratamiento convencional.

Dentro de las tecnologias convencionales destacan también los procesos bioldgicos
como los sistemas de biorreactores, lodos activados, filtros biol6gicos percoladores
gue pueden rapidamente convertir diversos compuestos organicos en biomasa que
posteriormente pueden ser separada por medio de clarificadores o sedimentadores
(Johnson y Sumpter, 2001). Los biorreactores de membrana pueden usarse para
eliminar los estrégenos de las aguas residuales, con una moderada eficiencia,
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donde el 17B-estradiol fue removido efectivamente hasta el 67 % y la estrona hasta
el 91 % (Katibi y col., 2021).

Dentro de los procesos bioldgicos se encuentran el uso de humedales construidos
(HC), los cuales comunmente son considerados procesos terciarios por tener la
funcién de pulimento para eliminar contaminantes residuales que no son removidos
en los procesos primarios y secundarios. En los procesos de humedales construidos
se utilizan plantas desarrolladas sobre un soporte de grava, arena o suelo para
eliminar compuestos farmacéuticos. Una ventaja de estos procesos es su bajo
costo, asi como su bajo y consumo de energia ya que en la mayoria de los casos
se utilizan pocos aditamentos electronicos.

2.7 Remocién de farmacos por humedales construidos

Una de las alternativas para la eliminaciéon de productos farmacéuticos son los
humedales construidos, con los cuales se han reportado buenas eficiencias de
remocién. Zhang y col. (2011) utilizando la planta Typha angustifolia lograron
remover carbamazepina (26.7 - 28.4 %) e ibuprofeno (80 %). Matamoros y Salvadé
(2012) reportan una remocion mayor a 80 % de diclofenaco utilizando Phragmites
australis mientras que Avila y col. (2013) reportan una remocién entre 60 — 78 % de
ibuprofeno en un humedal de flujo subsuperficial horizontal.

Los estudios realizados basan su investigacion en la cuantificacion de los productos
farmacéuticos y algunos han investigado la formacién de productos de
transformacién y las vias de eliminacion. La Tabla 4 resume investigaciones que se
realizaron en humedales construidos, los cuales consideran identificacion de
metabolitos y/o microorganismos y su participacion en la remocion.
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Tabla 4 . Estudios realizados en humedales para la eliminacion de farmacos

Farmaco (concentracién Tipo de humedal Eficiencia de
inicial utilizada) construido remocion Metabolitos | Microorganismos involucrados Referencia
Ibuprofeno Ibuprofeno
(75 pglL) 52 % Avilay col.,
Diclofenaco FSSH Diclofenaco SE SE 2013
(2.5 pg/L) 32 %
Bisfenol Bisfenol
(1.8 pg/L) 79%
Cafeina
(19.2 pg/L) Ibuprofeno Ibuprofeno
(10.4 pg/L) >90 %
Carbamazepina (0.99 ug/L) FSSH Cafeina, SE SE Hijosa y col.,
Diclofenaco diclofenaco, 2016
(0.41 pg/L) carbamazepina
60 %
a -proteobacteria (48—60 %)
Firmicutes (27.6 %)
Actinobacteria (26.0 %) Zhangy col.,
Chloroflexi (7.3 %) 2016 (a)
Ibuprofeno FSSH 96 % SE Bacteroidetes (2.7 %)
(250 ug/L) Synergistetes (2.1 %)
Acidobacteria (2.0 %)
Firmicutes (39 %)
Actinobacteria (25.1 %)
Proteobacteria (17.1 %) Zhang y col.,
Cafeina FSSH 93 % SE Synergistetes (>1 %) 2016 (b)

Chloroflexi (5.5 %)
Bacteroidetes (2.9 %)
Acidobacteria (1.0 %)
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Farmaco (concentracién

Tipo de humedal

Eficiencia de

inicial utilizada) construido remocion Metabolitos | Microorganismos involucrados Referencia
Diclofenaco FSSH 99 % SE Proteobacteria (100 %) Zapata y col.,
(3 mg/L) (2017)
Naproxeno FSSH >90 % SE Proteobacteria (100 %) Zapata y col.,
(5 mg/L) (2017)
Firmicutes (27.6 %)
Actinobacteria (26.0 %) Zhang y col.,
Ibuprofeno FSSH 96 % SE Proteobacteria (24.9 %) 2016 (c)
(1 mg/L) Chloroflexi (7.3 %)
Bacteroidetes (2.7 %)
Synergistetes (2.1 %)
IBU acetil
hexésido,
Ibuprofeno Matraz (lote) 90 % hidroxil-1BU Pietrini y col.,
(1 mg/L) acetil SE 2015
hexdsido,
IBU malonil
hexosido y
IBU hexosil
hexdsido.
Naproxeno Matraz (lote) 2 metabolitos Danuta y col.,
(6 mg/L) 49 % sin SE 2014
identificacion
Diclofenaco (0.1 g/L) Matraz (lote) Stylianou y col.,
90 % SE 2018

*SE (sin estudio); FSSH se refiere a humedales construidos de flujo subsuperficial horizontal
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La Tabla 4 muestra que, en la mayoria de los estudios realizados, la eficiencia de
remocion es mayor al 50 %, sin embargo, las investigaciones sobre la formacién de
subproductos aun es poca y es necesario profundizar en los estudios, asi como en
las investigaciones para comprender el papel que juegan los microorganismos en
remocion. De acuerdo con la tabla son pocos los estudios que han identificado los
microorganismos que se desarrollan a nivel de la raiz de las plantas, en los
humedales.

2.8 Mecanismos de eliminacion de farmacos involucrados en los humedales

Los humedales construidos se han convertido en una buena opcion para el
tratamiento de aguas residuales contaminadas con metales (Ge y col.,, 2015),
farmacos, materia organica, nutrientes, microorganismos patégenos, etc., por sus
ventajas de costo-efectividad y facil mantenimiento (Zheng y col., 2014). En el 2015,
mas de 1000 articulos publicados reportaron 631 sustancias farmacéuticas
agrupadas en 18 categorias de acuerdo con sus clases terapéuticas. De estas
publicaciones algunas (méas del 50 %) tenian relacién a su eliminacién utilizando
humedales como un sistema secundario de tratamiento de aguas residuales (Aus
de Beek y col., 2015).

En las ultimas décadas ha existido un interés creciente por describir los mecanismos
de remocion para farmacos en los sistemas de humedales, dentro de ellos se han
mencionado la degradacioén fotolitica (directa e indirecta), degradacién microbiana
gue menciona tres subprocesos como mineralizacién, transformacién a compuestos
mas hidrofébicos y transformacion a compuestos mas hidrofilicos (Kimmerer,
2003), fitodegradacién (absorcion de la rizosfera, la adsorcién en la superficie de la
raiz, y translocacion de la raiz al brote), adsorcién, mecanismos derivados de la
sedimentacion, la hidrdlisis y la autodegradacién (Vo y col., 2018).

La tabla 5, detalla investigaciones en humedales construidos, en los cuales se ha
buscado comprender los mecanismos de eliminacion de los productos
farmacéuticos, indicando si esta remocion puede deberse a las plantas, condiciones
fisicoquimicas y/o los microorganismos.
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Tabla 5. Investigaciones en humedales construidos indicando el mecanismo de remocion de los productos

farmaceéuticos
Farmaco Tipo de Condiciones de Eficiencia de remocion Mecanismo Referencia
Humedal operacion
Phragmites australis, Carbamazepina 51 %
Carbamazepina TRH 8.5 dias, Diclofenaco 86 % Plantas Matamoros y
Diclofenaco, Ketoprofeno FSSH 0.2 m de largo, 0.2 m de Ketoprofeno 97 % col., 2012
Naproxeno anchoy 0.50 m de Naproxeno 72 %
(40 ng/L) profundidad
Phragmites australis,
Ibuprofeno TRH 4 dias, Ibuprofeno
(75 pg/L)  Diclofenaco 1.5mde largo, 1.1 m de 52 % Diclofenaco Condiciones Avilay col.,
(2.5 pg/L) Bisfenol FSSH anchoy 0.50 m de 32% Bisfenol oxidantes 2013
(1.8 pg/L) profundidad 79 %
Cafeina Typha angustifolia, TRH
(19.2 pg/L) 2 dias, Ibuprofeno >90% Adsorcion por raiz; Hijosa y col.,
Ibuprofeno 1.3 m de largo, 0.8 m de Cafeina, diclofenaco, participacion de 2016
(10.4 pg/L) FSSH anchoy 0.5 mde carbamazepina 60% microrganismos
Carbamazepina (0.99 profundidad
Mg/L) Diclofenaco
(0.41 pg/L)
Typha angustifolia, TRH
4 dias, 1.2 m de largo, 96 % Adsorcion por raiz Zhang y col.,
Ibuprofeno FSSH 0.6 mde anchoy 0.6 m 2016 (a)
(250 pglL) de profundidad
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La tabla 5 muestra informacion sobre los mecanismos involucrados en la eliminacion
de los farmacos en sistemas de tratamiento como humedales construidos. Diferentes
estudios atribuyen la eficiencia de remocidén a las plantas, sin embargo, aun es
necesario conocer la metodologia necesaria para identificar la distribucion de los
farmacos en las plantas. De acuerdo con la literatura la participacion de las plantas en
la fitorremediacion de contaminantes organicos se debe a los siguientes aspectos: 1)
el metabolismo de los contaminantes al interior y al exterior de la planta (rizosfera), 2)
los procesos que conducen a la completa degradacién de los contaminantes en el
medio contaminado (mineralizacion), y 3) la absorcidon de los contaminantes
(Reichenauer y Germida, 2008).

A nivel de la rizésfera, los contaminantes organicos pueden degradarse con base en
sus caracteristicas fisicoquimicas. Stottmeister y col. (2003) indican que la mayoria de
las plantas utilizadas en los humedales construidos tienen la capacidad de liberar
oxigeno alrededor de las puntas de su raiz y en la raiz lateral (raiz joven). El oxigeno
liberado en la rizosfera puede también promover los procesos quimicos oxidativos de
contaminantes en aguas residuales (Sundaravadivel y Vigneswaran, 2001), lo cual
favorece el desarrollo de microorganismos aerébicos en la rizosfera que inducen
procesos de biodegradacién mas eficientes (Dordio y Col., 2009; Li y col., 2014).

En la actualidad diferentes estudios se han enfocado en el aislamiento de los
consorcios bacterianos formados dentro de humedales para conocer y comprender su
papel en la remocion de los contaminantes. Sin embargo, no se ha llegado a elucidar
totalmente su contribucion en la remocién de productos farmacéuticos. Zapata y col.
(2018) estimaron la remocion de diclofenaco (3 mg/L) y naproxeno (5 mg/L) en un
humedal FSSH con un tiempo de residencia hidraulico de 5 dias (TRH) obteniendo
una eficiencia mayor del 90 %; cabe mencionar que los contaminantes no se
encontraban en mezcla. Después de 120 dias de operacion del humedal, se aislaron
los consorcios bacterianos desarrollados en la raiz de las plantas (Typha latifolia)
encontrdndose colonias bacterianas del género Pseudomonas tolerantes a
concentraciones mayores de 1000 mg/L de diclofenaco o de naproxeno. Por otra
parte, Zhang y col. (2015) trataron soluciones contaminadas con 250 ug/L de
ibuprofeno mediante un humedal de flujo subsuperficial con plantas de Typha
angustifolia encontrando una eficiencia de remocion del 78.5 % e identificaron 20 filos
dentro de los predominantes se encontré Firmicutes (27.6 %), Actinobacteria (26.0 %)
y Proteobacteria (24.9 %).

En un humedal construido, la coexistencia de una variedad de comunidades
microbianas entre el agua, el sustrato y los compartimentos de la planta podrian
ofrecer nichos ecoldgicos para apoyar una diversidad de vias metabdlicas que
conduce a la biodegradacion de contaminantes organicos (Hijosa y col., 2011). Asi,
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en la rizosfera, las plantas establecen estrechas interacciones con diferentes tipos de
microorganismos como las bacterias que le permiten a la planta adaptarse a
condiciones medioambientales adversas (Gan y col., 2017). De esta forma, es
razonable considerar que, a nivel de la rizésfera, los microorganismos pueden
participar y contribuir a la eliminacion de los contaminantes organicos. La rizosfera se
caracteriza por tener un alto nivel de actividad microbiana a causa de los nutrientes
secretados por las raices de las plantas en forma de exudados solubles como
aminoécidos, acidos organicos y otros. La vasta actividad bacteriana presente en esta
zona determina las propiedades fisicoquimicas de la rizésfera, asi como el de la
superficie de la raiz (Foster, 1988).

Dentro de los estudios en humedales la actividad de las poblaciones microbianas es
determinante durante el tratamiento y es necesario conocer su modo de accion.
Algunos procesos microbianos que han sido identificados incluyen la desnitrificacion,
la sulfato-reduccion, la sulfoxidacién y los procesos de oxidacion reduccién de los
metales (Stottmeister y col., 2003, Whitmire y Hamilton 2005). Sin embargo, a pesar
de reconocer la importancia de la interaccion planta-microorganismos, aln se conoce
poco sobre su contribucién bioquimica a la remocién de farmacos del agua
contaminada.

2.9 Comunidades microbianas involucradas en la remocion de farmacos

Se conoce que los microorganismos participan en la degradacion de la materia
organica y de los xenobidticos, incluidos los productos farmacéuticos, y proporcionan
productos que a su vez son nutrientes para otros organismos en la cadena alimentaria
(Park y col., 2011). Las comunidades microbianas son por lo tanto claramente vitales
para mantener el funcionamiento de los ecosistemas. Los cambios dentro de los
grupos funcionales microbianos estan relacionados con los cambios en los procesos
del ecosistema (Reddy col., 2001).

Hasta el momento los estudios realizados para elucidar el papel de los
microorganismos en la degradacion de farmacos de tipo AINE son escasos. Uno de
los pocos reportados se realizd para remover naproxeno de lodos utilizando cultivos
mixtos de microorganismos (Rodarte y col., 2011); los resultados indican que el
naproxeno es degrado ineficientemente por hongos o cultivos mixtos.

De los estudios reportados en la literatura, se han aislado microorganismos con la
capacidad de degradar diferentes AINE. Estos son principalmente cepas bacterianas
gue pertenecen al género Pseudomonas, Sphingomonas, Patulibacter, Nocardia,
Rhodococcus y Stenotrophomonas (Ahmed y col., 2001; Almeida y col., 2013; Cheny
Rosazza, 1994; lvshina y col., 2006; Murdoch y Hay, 2005; Zhang y col., 2013).
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También se han aislados hongos (Penicilium sp., Trametes versicolor,
Cunninghamella elegans, C. echinulata, C. blakesleeana, Beauveria bassiana,
Phanerochaete chrysosporium, Ph. sordida, Actinoplanes sp., Bjerkandera sp. R1, Bj.
adusta, Irpex lacteus, Ganoderma lucidum) (Lloret y col., 2010; Rodriguez y col.,
2010).

Con respecto de naproxeno y diclofenaco son pocas las cepas bacterianas que se
han descrito. Quintana y col. (2005) determinaron la capacidad de los lodos activados
para degradar naproxeno y encontraron que el 49 % se biodegrado mediante la
transformacién simultdnea a desmetilnaproxeno. Carballa y col. (2004) mostraron una
eliminacién de 40 - 55 % de naproxeno durante un tratamiento biolégico con lodos
activados.

En algunos estudios se ha utilizado S. maltophilia KB2 (Gren y col., 2010;
Wojcieszynska y col., 2011) y se identific6 que metaboliza una amplia gama de
compuestos aromaticos, incluidos fenol, cresoles, cloro y nitrofenoles, y algunos
compuestos aromaticos de origen vegetal.

Groning y col. (2007) realizaron pruebas con lodos activados extraidos de rios
cercanos a plantas de tratamiento de aguas residuales para degradar diclofenaco,
asumiendo que la biopelicula del sedimento podria albergar microorganismos
adaptados capaces de utilizar el farmaco como nutriente; se determin6 un 93 % de
eliminacién de diclofenaco. Los autores analizaron los subproductos proponiendo tres
posibles: 4-hidroxi-diclofenaco, 5-hidroxi-diclofenaco y un intermediario de
benzoquinona, desafortunadamente, debido a la limitacion de patrones primarios, asi
como a las bajas concentraciones de los farmacos la elucidacion no fue totalmente
exacta.

Los estudios para conocer los mecanismos de degradacion de farmacos se han
enfocado en evaluar la eficiencia de remocion por plantas y/o microorganismos, sin
embargo, existe poca informacién que trate de explicar cdbmo es el metabolismo
bioquimico y las enzimas que participan para favoreces la degradacion de estos
contaminantes, aspecto que se describe a continuacion.

2.9.1 Enzimas microbianas involucradas en la degradaciéon de farmacos

Hasta el momento, solo pocos microorganismos, principalmente hongos (Penicillium
sp., Trametes versicolor, Cunninghamella elegans, C. echinulata, C. blakesleeana,
Beauveria bassiana, Phanerochaete chrysosporium, Actinoplanes sp., Bjerkandera
sp. R1, Bj. Adusta, Irpex lacteus, Ganoderma lucidum) han sido identificados en
procesos de degradacién de farmacos (Llorety col., 2010; Urrea y col., 2010; Rodarte
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y col.,, 2011); algunos los estudios han indicado la participacion de enzimas
ligninoliticas en la degradacion de xenobidticos, como las lacasas (oxidorreductasas
de dioxigeno) que se han reconocido por su participacion en la eliminacién de
compuestos organicos.

Urrea y col. (2010) estudiaron la degradacion de naproxeno en experimentos en lote
(matraz) determinando que las enzimas citocromo P-450 y las lacasas estan
involucradas, observando un 100 % de degradacion de este producto farmacéutico en
presencia de estas enzimas. Wojcieszynska y col. (2014) utilizaron S. maltophilia
(bacteria aerobia gramnegativa) para remover naproxeno y lograron una eficiencia de
remocion del 28 % e identificaron que las enzimas involucradas en la degradacion son
la mono y la dioxigenasa. En figura 5 se observa las rutas propuestas de
biodegradacion de diclofenaco y naproxeno por microorganismos.
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Figura 5. Rutas de biodegradacion de naproxeno (Tomado de Wojcieszynska y col.
2014)

Conocer como sucede la eliminacién de los productos farmacéuticos dentro de un
sistema de humedales involucra describir el papel de las plantas, el medio de soporte
y los microorganismos, asi como describir quimicamente como sucede la degradacion
en el interés de inferir los mecanismos involucrados. Una herramienta de apoyo para
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los estudios quimicos podria ser la quimica computacional la cual involucra el uso de
modelos matematicos para la prediccion de propiedades quimicas y fisicas de
compuestos y permite simular las interacciones de los farmacos con otros
componentes de un humedal, particularmente de las plantas; aunque el modelamiento
quimico también puede aportar informacién valiosa en el proceso de elucidacion de
los mecanismos de degradacién. En la siguiente seccién se hace una breve
descripcion de esta herramienta de prediccion.

2.10 Quimica computacional como herramienta para comprender los procesos
en un sistema de humedales

La quimica computacional, conocida como quimica in silico (hecho por computadora
o via simulacién computacional), ha evolucionado considerablemente en los ultimos
afos, desarrollando métodos para calculos poliatdbmicos que permiten simular la
estructura y propiedades de los compuestos. Hoy en dia es una ciencia reconocida
con prestigio internacional (Chavez, 2012).

La implementacién y aplicacion de la quimica computacional nos permite investigar
multiples propiedades y comportamientos moleculares como:

e La geometria molecular. Ademas de distancias y angulos de enlace, es posible
caracterizar la forma y tamafios de todo tipo de moléculas y macromoléculas. La
energia de todo tipo de especies quimicas, incluyendo intermedios, estados de
transicion, estados excitados, etc., y estimar magnitudes termodinamicas tanto en fase
gas como en disolucion.

e La reactividad quimica. Propiedades cinéticas como constantes de velocidad,
efectos isotopicos, secciones eficaces de reaccion, etc.

e Las propiedades espectroscopicas, eléctricas y magnéticas de moléculas
individuales.

e Las propiedades fisicas de las fases condensadas. Descripcion correcta de las
interacciones intermoleculares.

2.10.1 Métodos de resolucion utilizados en quimica computacional

La quimica computacional abarca un amplio rango de métodos matematicos que
pueden dividirse en dos grandes categorias:

e Mecanica Molecular: Aplica las leyes de la fisica clasica al nicleo molecular sin
considerar explicitamente a los electrones.
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e Mecénica cuantica: Se basa en la ecuacion de Shrédinger para describir una
molécula con un tratamiento directo de la estructura electrénica y que se
subdivide a su vez en dos clases segun el tratamiento realizado, métodos
semiempiricos y métodos de ab initio (“desde el principio”, Young D. 2001).

Los métodos de quimica cuantica permiten conocer interacciones electron-electron y
electron-nucleo, lo cual dentro de este proyecto es de suma importancia y por lo cual
es con los que se trabajara, la quimica cuantica incluye los métodos ab initio como los
basados en Hartree Fock y los métodos semiempiricos.

Los métodos ab initio, del latin “desde el principio”, es el nombre que reciben los
calculos computacionales que son directamente derivados de principios tedricos, sin
tener en cuenta datos experimentales. Se utilizan aproximaciones matematicas para
gue el proceso de célculo sea el menor posible, simplificando o buscando una solucién
aproximada para los modelos matematicos que describen estos sistemas (Young
2001). Este método es controlable ya que no requiere datos exactos y precisos, sin
embargo, al ser mas robusto, requiere de ordenadores de alta potencia y son métodos
lentos.

Los métodos semiempiricos tienen una estructura similar a los Hartree Fock ya que
tienen un hamiltoniano y una funcién de onda. Sin embargo, parte de la informacion
se aproxima o es completamente omitida. Normalmente, los electrones del nicleo no
se tienen en cuenta, por tanto, se utilizan pardmetros. Para elaborar los parametros
se usan datos experimentales, o datos obtenidos a partir de calculos ab initio.

Los calculos semiempiricos son mas rapidos que los célculos ab initio, pero también
son mas erraticos, y son menos las propiedades que pueden calcularse con
seguridad. La fiabilidad de estos métodos depende en gran medida de que la molécula
sea similar a otras que se encuentren en las bases de datos (Jensen 2017).

El objetivo principal de la quimica computacional es predecir todo tipo de propiedades
moleculares de sistemas quimicos utilizando la fisicoquimica, la fisica molecular y la
fisica cuantica, y emplea una gran variedad de técnicas tedricas en constante
desarrollo. El principal uso de la quimica computacional es poder comprender la
qguimica en sistemas de dificil estudio. Su desarrollo ha logrado que numerosas
investigaciones tengan el respaldo matematico o modelado del sistema lo que lleva a
poder explicarlo de una forma mas precisa.

Actualmente los estudios de quimica computacional se han enfocado en la prediccion
del comportamiento de sistemas complejos de moléculas, el disefio de farmacos y
mas recientemente en la simulacion de adsorbentes para la eliminacion de
contaminantes (Cuevas, 2003).
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Los contaminantes emergentes han generado una gama de preguntas con respecto
a su ingreso, comportamiento y degradacion en el medio ambiente. En este trabajo se
utilizé la quimica computacional para predecir las interacciones de dos farmacos
(diclofenaco y naproxeno) en la solucion al encontrarse en una mezcla con el propésito
de entender si la formacion de especies quimicas mas complejas puede dificultar la
eliminacién de estas sustancias de los efluentes contaminados. Se trabajo con los
métodos semiempiricos PM6, ya que son métodos mas especificos, no requieren
capacidad de coOmputo alta y estos métodos nos dan una aproximacion mas real
cuando se habla del tratamiento de aguas residuales que usualmente contienen
mezclas de sustancias.

2.10.2 Interacciones entre los productos farmacéuticos e influencia en su
eliminacion de los ambientes contaminados

Estudios recientes han documentado la presencia de una amplia variedad de
productos farmacéuticos en el medio ambiente en todo el mundo, incluidos
antibiéticos, anestésicos, antiinflamatorios, compuestos antitumorales, estrégenos,
agentes reductores de lipidos, diuréticos, antidepresivos, asi como drogas ilicitas
(Castiglioni y col., 2006; Khetan y Collins, 2007).

La identificacion de mezclas de sustancias origina los siguientes retos: los productos
farmacéuticos estan presentes en el medio ambiente en mezclas; estas mezclas estan
constituidas por diversos productos quimicos con diversos modos de accién y los
efectos secundarios subterapéuticos son poco conocidos, especialmente en
organismos no objetivo; cada producto farmacéutico se encuentra en concentraciones
en el rango de nanogramos a microgramo por litro y ser téxicos aun a esas
concentraciones de por si dificiles de cuantificar con las metodologias analiticas
disponibles.

En el medio ambiente las mezclas farmacéuticas pueden incluir interacciones entre
las propias sustancias o entre productos de degradacion formados durante procesos
metabdlicos (Cedergreen, 2014), algunos estudios indican que se ha incrementado la
toxicidad de las mezclas farmacéuticas en comparaciéon con los compuestos
individuales.

Actualmente existen pocas investigaciones en las cuales se identifiquen las
interacciones de los farmacos con otros contaminantes, asi como la identificacion de
las probables moléculas que se forman y el estudio de estas, como conocer si es mas
complicado su remocion, son mas téxicos, dentro de esto Andreu y col., 2016, indican
qgue los productos farmacéuticos no solo pueden interaccionar entre ellos, sino
también con los metales pesados y los microplasticos, en su investigacion indican que
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la concurrencia de microplasticos y productos farmacéuticos en un ecosistema
acuatico conduce a su interaccion mutua y la posterior absorcion de contaminantes
en las superficies microplasticas provocando moléculas complejas, persistentes y con
un periodo de degradacion sumamente extenso.

2.11 Justificacion

Los antinflamatorios no esteroideos son medicamentos de alto consumo a nivel
mundial y en muchos paises no se requiere de receta médica para adquirirlos.
Ingresan al ambiente por la inadecuada disposicion de medicamentos caducos y a
través de las aguas residuales municipales e industriales o los residuos sélidos, siendo
diclofenaco y naproxeno las sustancias que se han detectado mas frecuentemente en
efluentes de aguas residuales en el mundo. En México se han reportado
concentraciones de 54 ng/L para diclofenaco y 1.5 ng/L para naproxeno en efluentes
de aguas residuales tratadas. Las tecnologias de tratamiento convencionales de las
aguas residuales municipales mayormente basadas en lodos activados no remueven
significativamente estos contaminantes, por lo que se han buscado tecnologias
alternas de mayor eficiencia. Los humedales construidos son una alternativa
prometedora; sin embargo, antes de implementarse a escala, es necesario estimar los
procesos fisicoquimicos y/o bioquimicos involucrados en la remocion de los farmacos,
asi como los subproductos de degradacion que se formen durante el proceso de
remocién para explicar los procesos y eficiencias de remocion de los contaminantes.

Se sabe que las comunidades microbianas complejas, que se desarrollan por las
interacciones entre el agua, el suelo, las plantas, desempefian un papel clave en los
ciclos biogeoquimicos de estos compuestos y son principalmente responsables de la
degradacion de contaminantes en los humedales (Ibekwe y col., 2007; Ligi y col.,
2014). Los estudios para entender el papel de los consorcios bacterianos en la
degradacion de farmacos son limitados, por lo que se requiere un conocimiento
detallado sobre los ensamblajes microbianos que se desarrollan en el ambiente de la
raiz y su papel en la eliminacion de los farmacos en agua.

2.12 Hipotesis

Las colonias bacterianas aisladas de la raiz de Typha latifolia contribuyen a la
degradacion de diclofenaco y naproxeno, utilizandolos como fuente de carbono y
contribuyen en los sistemas de humedales construidos para aumentar la eficiencia de
remocién al interactuar benéficamente con las plantas, formando subproductos de
degradacion y/o eliminandolos completamente.
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2.13 Objetivo General

Evaluar la remocion de una mezcla de los farmacos diclofenaco y naproxeno de un
humedal construido de flujo subsuperficial horizontal (HC-FSSH) con plantas de Typha
latifolia en condiciones de operacién controladas estimando la contribucion de los
aislados bacterianos asociados a la raiz de las plantas en el proceso de remocién y
del material de soporte de las plantas y proponer las interacciones quimicas entre los
farmacos en la solucién con las plantas y su posible efecto sobre la eficiencia de
remocion de la mezcla de farmacos.

2.13.1 Objetivos especificos

1.

Estimar la eficiencia de remocion de diclofenaco y naproxeno mediante un
humedal construido de flujo subsuperficial con plantas de Typha latifolia operado
en condiciones controladas analizando la contribucion del material de soporte y de
las plantas.

Evaluar la capacidad de consorcios bacterianos aislados de la raiz de Typha
latifolia desarrollados durante el proceso de tratamiento para remover diclofenaco
y haproxeno.

Estimar los metabolitos de transformacién generados como producto de la
degradacion de los farmacos durante el tratamiento o en los medios de cultivo
durante el desarrollo de los aislados bacterianos en presencia de los farmacos.
Identificar las enzimas extracelulares de los aislados bacterianos involucrados en
el proceso de remocién de diclofenaco y naproxeno

Determinar la eficiencia de remocion de diclofenaco y naproxeno en pruebas en
lote conformadas con plantas Typha latifolia y cultivos bacterianos tolerantes a
diclofenaco y naproxeno.

Predecir las posibles interacciones quimicas en una mezcla y su interaccién con la
raiz de las plantas, que permita entender la tolerancia de las plantas
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3. Metodologia

Este capitulo describe los procedimientos empleados para evaluar la eficiencia de
remocion de una mezcla de diclofenaco y naproxeno por medio de un humedal
construido de flujo subsuperficial horizontal (HC-FSSH), asi mismo se indican los
procedimientos experimentales utilizados para el estudio de los grupos bacterianos
asociados a la rizésfera de las plantas desarrolladas en los humedales, su
caracterizacion, capacidad de promocion de crecimiento vegetal. Finalmente se
muestran las metodologias para las pruebas de tolerancia y eficiencia de remocién en
sistemas en lote exponiendo plantas de Typha latifolia desarrolladas in vitro a los
aislados bacterianos previamente aislados de las raices de plantas expuestas a los
farmacos.

3.1 Determinacién de la eficiencia de remocién de una mezcla de diclofenaco y
naproxeno en HC-FSSH

Se utilizaron dos celdas de humedales a nivel microcosmos (HC-FSSH) que tienen
las siguientes dimensiones: 1.5 m de largo x 0.30 m de ancho x 0.30 m de altura y un
area de 0.45 m?. En los manuales de construccion de los humedales se recomienda
una relacion ancho — largo minimo de 1:4 para favorecer la remocién de las
sustancias, asi, en este trabajo, la relacién ancho: largo es de 1:5 (USEPA, 1998).
Cada humedal tiene un puerto de entrada colocado a una altura de 20 cm con respecto
de la base del humedal y un puerto de salida a 2 cm de altura, creando asi un flujo
horizontal y evitando la generacion de zonas de bajo flujo que pudieran afectar la
eficiencia de remocion. El puerto de entrada se utiliz6 para alimentar la solucion
contaminada (influente), mientras que el puerto de salida se empled para colectar
muestras de la solucion tratada (efluente) y dar seguimiento a la remocion de los
farmacos durante la experimentacion.

Con el material de soporte se generé una columna de 0.27 m de profundidad; la
profundidad de la columna de grava se designo con base a que la raiz de las plantas
en los humedales artificiales crece hasta unos 30 cm; la USEPA (1993) recomienda
entre 10 y 100 cm de altura de la columna de material de soporte. Dado que el
humedal es de flujo subsuperficial, la profundidad de la columna de la solucién se
mantuvo en 0.24 m para evitar que tuviera contacto con la luz solar y evitar los
procesos de fotdlisis. El volumen total del humedal es de 135 L del cual una parte
importante (~80 %) lo ocupa el material de soporte.
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La experimentacion se inicié con 104 plantas por m? en el humedal control y en la
celda para la mezcla de farmacos con 137 plantas por m2. Durante la experimentacion
qgue duré 100 dias, el flujo fue continuo con recirculacion, la solucién del influente se
prepar6 cada tercer dia en un bidén de plastico de 50 L y el agua tratada (efluente) se
recibié en un recipiente de 20 L. Como medio de soporte para las plantas, se utilizo
grava previamente lavada para evitar la introduccion de tierra dentro de los
humedales. En el desarrollo del experimento se realizaron mediciones de pH, una vez
a la semana, asi como un monitoreo de temperatura.
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Figura 6. Representacién de humedal construido

En el vivero de la Facultad de Ciencias Quimicas (Unidad de Biotecnologia de Plantas)
se desarrollaron plantas de Typha latifolia. Plantas de 15-30 cm de alto se colocaron
en el material de soporte manteniendo una distancia entre ellas de 20-22 cm,
favoreciendo asi el desarrollo de la cobertura vegetal. En este trabajo, se permitio un
tiempo de 90 dias previa a la experimentacion para el desarrollo de la cobertura
vegetal lo cual es conforme a lo que recomienda la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (USEPA, 1991) que propone tres meses para lograr una
cobertura vegetal del 90 % con respecto del area superficial de humedal para el caso
de plantas macréfitas como T. latifolia.

Antes de colocar las plantas en el humedal se realizé una desinfeccion de estas con
una solucién de hipoclorito de sodio al 5 %. Durante el proceso de plantacion, se cuidé
colocar la raiz con cierta profundidad (10 cm) no solo para dar mejor soporte a la
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planta sino también para permitir un mejor desarrollo de la raiz y el contacto con la
solucién contaminada.

Para la experimentacion, se trabajé con dos unidades de HC-FSSH, uno de los cuales
sirvid como control cuyo influente era una solucidon nutritiva sin farmacos. Las
concentraciones de diclofenaco y naproxeno en la solucién sintética se determinaron
previamente mediante pruebas cinéticas y se eligieron aquellas concentraciones a las
que las plantas no mostraron signos de dafio por la exposicion a los farmacos (Tabla
6).

Tabla 6. Designacion de celdas del humedal

Humedal | Tipo de solucién

A Diclofenaco (3 mg/L): Naproxeno (5 mg/L)

B Control (solucion nutritiva sin farmacos)

Al inicio de la experimentacion, se determind el nimero de plantas de T. latifolia (junto
con sus brotes) por cada celda de humedal. A cada planta se le asigné un nimero, se
midio la altura de cada una desde el nivel del material de soporte hasta la hoja verde
mas larga de las plantas, se contabilizé el nimero de hojas verdes de cada planta y
se levantd un registro de esta informacioén. El registré se actualizé cada 15 dias, con
la finalidad de documentar las alteraciones en el aspecto de las plantas en el humedal
por efecto de los contaminantes, esto se realizé hasta el término de la exposicion de
los farmacos en el sistema de humedales que fue de 100 dias.

Durante el experimento de remocion de los farmacos se mantuvo un flujo continuo del
efluente de 10 £ 4 mL/min. Desde el inicio de la operacion de los humedales (control
y con farmacos), se colectaron las primeras muestras de la solucién tanto del influente
como del efluente. En los primeros 20 dias se colectaron muestras diariamente y
después cada tercer dia. Para la toma de muestras se utilizaron recipientes de vidrio
de 10 mL previamente lavados con persulfato de potasio y agua desionizada. Todo el
material utilizado para la toma y almacenamiento de muestras se cubrio de la luz para
evitar la fotodegradacion.

Preparacion de la solucién sintética de farmacos. Se prepar6 una solucion stock
de diclofenaco de 1000 mg/L desde donde se tomd el volumen necesario para tener
una solucion de 3 mg/L para un volumen total de 50 L; en la preparacion se usé agua
de grifo. En el mismo recipiente se agregé el volumen requerido de una soluciéon stock
de 2500 mg/L de naproxeno para alcanzar una concentraciéon final de 5 mg/L. La
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solucién se suplementd con los siguientes nutrientes: 1 mM NH, NO3 + 1.5 mM KNO;
+ 0.125 mM NH,H,PO, + 0.25 mM Ca(NOs); esta composicion en nutrientes fue
previamente propuesta por Loredo-Portales (2011) como la mezcla mas apropiada
para el desarrollo de las plantas de Typha latifolia en condiciones de vivero.

3.1.1 Determinacién de condiciones y procedimiento de operacion de los
humedales de flujo subsuperficial

Al término de la instalacion de las celdas de humedal, se determiné las condiciones
minimas de operacién de estos. Se calcul6 el volumen de agua en cada celda para
lograr la altura de columna de agua requerida marcando el nivel al que debera
mantenerse el liquido durante la experimentacion.
Para la determinacion del flujo del afluente (A) y del efluente (B), se estimo
previamente el tiempo de residencia hidraulica (TRH) apropiado para la remocion de
los contaminantes que se estudian. Los flujos se calcularon de la siguiente manera.
1) Tiempo de residencia hidraulica. Para determinarlo se realizaron pruebas
cinéticas para la remocion del contaminante, en un sistema tipo lote, con
plantas de Typha latifolia para simular las condiciones de la solucién que se
aplicarian en el estudio con los humedales. Se utilizaron soluciones con una
concentracion conocida de los contaminantes (diclofenaco y naproxeno) y se
evalu6 su remocion en funcion del tiempo para definir el tiempo minimo para
lograr la mayor remocion de las sustancias. Este tiempo se consideré como el
tiempo de residencia de la solucién contaminada en el humedal para lograr la
mas alta eficiencia de remocién. Como se explicard mas adelante, las pruebas
por lote se realizaron en matraces con la solucién nutritiva conteniendo los
farmacos, sin material de soporte y plantas. En cada lote de pruebas se
prepararon y analizaron los controles pertinentes, es decir matraces con la
solucion nutritiva, los farmacos sin plantas.

2) Determinacion de flujos. Teniendo el tiempo de residencia hidraulica (TRH o t),
se obtiene el flujo del efluente a partir de la Ecuacion 1 de tiempo de retencion.

t=VEQ (1)

Donde t es el tiempo de residencia de la solucion en el humedal (min), V es el
volumen de la celda de humedal (L, mL), € es la porosidad de la grava 'y Q es el flujo
(md, L%)
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3.1.2 Preparacion de soluciones y procedimientos analiticos para la
determinacion de la concentracion disuelta de diclofenaco y naproxeno

Todo el material utilizado para la determinacion de diclofenaco y naproxeno debe estar
previamente lavado y libre de materia organica. Por lo cual, primero se lava en una
solucion de Extran®© al 2% posteriormente se enjuaga dos veces con agua del grifo.
Enseguida el material se coloca en un recipiente con una solucién de persulfato de
potasio 0.03 M por 24 h, al término el material es enjuagado con agua desionizada (3
veces) y se seca en una campana de flujo laminar para evitar su contaminacion.

Posteriormente se preparan las soluciones stock de diclofenaco y naproxeno, las
cuales se prepararon a partir de tabletas comprimidas. Se trituraron por separado
tabletas de diclofenaco y naproxeno (10 de cada una). Luego se pesaron 100 mg de
diclofenaco o 550 mg de naproxeno y se disolvieron cada uno en 100 mL de agua
desionizada para obtener soluciones madre de 1000 mg/L de diclofenaco o 5500 mg/L
de naproxeno.

Las soluciones sintéticas se prepararon tomando los volimenes apropiados de la
solucion stock para llegar a 3 mg/L de diclofenaco y 5 mg/L de naproxeno; la solucion
se complementd con nutrientes en las concentraciones especificadas anteriormente.
Las concentraciones de diclofenaco y naproxeno se determinaron mediante métodos
colorimétricos especificos para cada farmaco. EI método para determinar las
concentraciones de diclofenaco se basa en su reaccion con el hierro (lll) que se
reduce a hierro (ll) con el ferrocianuro de potasio, formando un complejo de color azul
gue puede medirse a 710 nm; el limite de deteccion (LOD) fue de 0,12 mg/L (Zapata
y col., 2020, Barry, 2009).

Para determinar el naproxeno, el método se basa en la reaccion entre el farmaco y el
colorante azul de bromotimol (BTB) para formar un complejo amarillo de pares de
iones. ElI complejo resultante se midié a 422 nm; el LOD fue de 1,64 mg/L (Alizadeh,
2015). Las determinaciones se realizaron por espectrofotometria UV/Vis (Genesys
10UV). Las muestras recolectadas de la solucion del humedal (unidades plantadas y
no plantadas) se cuantificaron utilizando la curva de calibracién adecuada: 0-10 mg/L
para diclofenaco y 0-10 mg/L para naproxeno. Las curvas de calibracion se realizaron
con diclofenaco grado reactivo o naproxeno (Merck con pureza >98 %).
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3.1.3 Cinética de remocion de una mezcla de diclofenaco-naproxeno en pruebas
por lote

Previo al inicio de experimentacion en el humedal se realizaron pruebas cinéticas en
un sistema por lote a diferentes concentraciones de cada uno de los farmacos y un
control de concentracion sin plantas. Lo anterior se realizé con el fin de definir el
tiempo en el cual se logra la mayor remocion de cada uno de los farmacos que nos
define el tiempo minimo requerido a utilizar en los humedales para la éptima remocion
de las sustancias y al cual consideramos como el tiempo de residencia hidraulico (TRH
o‘?", Ec. 1).

Las pruebas cinéticas igualmente permiten determinar si diclofenaco y naproxeno se
eliminan de la solucion por adsorcion en las paredes de los recipientes o por
degradacion.

Para las cinéticas de remocion con la mezcla de diclofenaco y naproxeno se realizé
un disefio estadistico denominado disefio de experimentos. El propdsito principal fue
conocer la proporcion de la mezcla de diclofenaco: naproxeno a la cual se tienen la
mayor eficiencia de remocién, considerando el efecto a la salud de la planta. Se uso
un disefio central compuesto utilizando el programa Minitab 16, en el cual se
ingresaron los siguientes datos:

Nivel alto de concentracion: Diclofenaco 3 mg/L, Naproxeno 5 mg/L

Nivel bajo de concentracion: Diclofenaco 1.5 mg/L, Naproxeno 2.33 mg/L

El disefio central compuesto const6 de 5 puntos centrales: 2.25 mg/L de diclofenaco
con 3.67 mg/L de naproxeno, y 8 puntos con variaciones de concentracion para cada
farmaco. Se realiz6 un total de 14 experimentos ya que se considerd un control, que
consto de una prueba con 3 plantas en una solucién nutritiva sin farmacos, el disefio
completo se muestra en el trabajo realizado por Zapata y col. 2018 (tabla 7).
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Tabla 7. Composicion de las mezclas de diclofenaco: naproxeno con base a un
disefo central compuesto.

Diclofenaco Naproxeno
(mg/L) (mg/L)
1 3.31 3.67
2 2.25 3.67
3 2.25 3.67
4 1.50 5.00
5 3.00 2.33
6 3.00 5.00
7 1.19 3.67
8 1.50 2.33
9 2.25 1.78
10 2.25 3.67
11 2.25 5.55
12 2.25 3.67
13 2.25 3.67

3.1.4 Determinacion de la eficiencia de remocion de diclofenaco y naproxeno
por el material de soporte de las plantas en el HC-FSSH

Para evaluar el papel del medio de soporte en la remocion de los farmacos, en una
unidad de HC-FSSH con material de soporte, sin plantas, se alimenté la solucién del
afluente conteniendo 3 mg/L de diclofenaco y 5 mg/L de naproxeno, en flujo continuo;
se mantuvo un tiempo de residencia hidraulico de 3 dias. La experimentacion se llevo
a cabo hasta que la concentracion de los farmacos se mantuvo constante de forma
qgue la duracién total del experimento fue de 30 dias. Durante ese tiempo, se tomé
muestra del influente, del efluente y se les determiné la concentracion de los farmacos.
El flujo del afluente fue 4 mL/min y del efluente de 8 mL/min para mantener un tiempo
de residencia hidraulico de 3 dias. El flujo del influente fue menor al utilizado en el
humedal con plantas debido a que la unidad era mas pequefia (1 m de largo x 0.30 m
de ancho x 0.22 m de altura). ElI material de soporte fue previamente lavado y
posteriormente se colocé en la celda de humedal.

3.2 Estudio microbiolégico de los aislados de raices de las plantas expuestas a
una mezcla de diclofenaco y naproxeno en el HC-FSSH

En los ultimos afios el papel de los microorganismos para eliminar contaminantes del
medio ambiente ha destacado, durante este proyecto se desea conocer el papel que
tienen estos para la eliminacion de diclofenaco y naproxeno, asi mismo identificarlos

37



y conocer sus propiedades bioquimicas, en la siguiente seccién se describe la
metodologia de recoleccion y el analisis molecular de los microorganismos.

3.2.1 Recoleccién y procesamiento de raiz de plantas de Typha latifolia
expuestas a diclofenaco y naproxeno en los humedales

Al finalizar la experimentacién de remocion se colectaron plantas del humedal que
estuvo expuesto a los farmacos para la obtencion de la raiz y su andlisis
microbiolégico. Se seleccionaron tres puntos del humedal: A (ingreso del influente, O-
10 cm en el sentido del flujo), B (75 + 10 cm) y C (130 = 10 cm). De cada punto se
colectaron 3 plantas, se retiraron con mucho cuidado de la grava procurando obtener
lo mas posible de la raiz. A las plantas seleccionadas se les cortd la raiz para su
posterior analisis; es importante tener cuidado al extraer las plantas de los humedales
para evitar dafiar la raiz, debido a que crecié abundantemente adoptando la forma del
recipiente.

Cada una de las raices colectadas por seccion se colocaron en bolsas de
polipropileno, se etiquetaron con nombre, seccion y se almacenaron a 4 °C, para su
posterior analisis.

3.2.2 Obtencion de los aislados bacterianos de la raiz de Typha latifolia

El aislamiento bacteriano se realiz6 por un procedimiento de diluciones. De cada raiz
se pes6 un gramo (peso fresco) y se colocé en 9 mL de agua desionizada estéril
(dilucién 1:10). Enseguida, la suspension se agitd con ayuda de un vortex, por un
minuto. De esta dilucién se tom6 1 mL y se agregd a un tubo de 15 mL que contenia
9 mL de agua desionizada estéril para una dilucién 1:100, este procedimiento se
realiz6 hasta llegar a una dilucién 1:10,000,000,000.

De cada dilucion se tomaron 10 yL los cuales se colocaron en cajas Petri que
contenian medio M9 suplementado con diclofenaco (3mg/L) y naproxeno (5 mg/L)
como fuente de carbono. La distribucion de los 10 uL de dilucién en las cajas Petri se
realizd por medio de perlas de vidrio; las cajas de Petri se incubaron a 28 °C, por 48
h.

Todo el material utilizado se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 min, y la
manipulacion de las diluciones se realiz6 en campana de flujo laminar.
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3.2.2.1 Preparacion de medio minimo M9

El medio minimo M9 es un medio que contiene los nutrientes minimos para el
desarrollo de colonias bacterianas. Para un volumen total de 50 mL, se mezclaron 0.8
g de agar bacteriolégico y 37.7 mL de agua desionizada. La solucidn se esterilizé a
121 °C, a 15 Ib de presién durante 15 min.

Adicionalmente se deben preparar las siguientes soluciones: sales M9 10X,
diclofenaco 5000 mg/L, naproxeno de 5000 mg/L, MgSO4 1 M, CaCl2 1 M. Cada una
de estas soluciones se esteriliza a 121 °C, a 15 Ib de presién durante 15 min.

El medio M9 suplementado con diclofenaco y naproxeno se prepar6 de la siguiente
manera: se mezclaron 10 mL de sales 10X, 150 uL de diclofenaco de 5000 mg/L, 200
ML de MgSO4 1 M, 20 yL de CaCl2 1 M y 83 pyL de naproxeno de 5000 mg/L. La
concentracion final de diclofenaco fue de 3 mg/L y la de naproxeno fue 5 mg/L.

Estos medios preparados se vaciaron en cajas Petri para ser inoculadas con el aislado
de raiz previamente preparado. Se incubaron a 28 °C por 48 h. Después, donde se
observo el crecimiento de los aislados bacterianos, se realizd un conteo de colonias y
una clasificacién de acuerdo con su morfologia considerando, tamafio, color y borde.

3.3 Caracterizacion molecular de los aislados bacterianos

Posteriormente al aislamiento de los microorganismos desarrollados en la raiz de las
plantas, se procedi6 a realizar la identificacion molecular, la cual nos aparta
informacion sobre el tipo de bacteria y sus caracteristicas.

3.3.1 Amplificacién del ARNr 16S de los aislados bacterianos

La identificacion molecular de los aislados bacterianos se realiz6 utilizando el acido
ribonucleico ribosomal 16S (ARNr 16S) como herramienta, este fue propuesto por
Pace y col. (1986), el cual nos permite hacer una comparacion de las secuencias de
ARNr 16S (o de los genes que los codifican) y establecer las relaciones filogenéticas
existentes entre los organismos procariotas. Este hecho ha tenido una enorme
repercusion en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente
y permitiendo la identificacidn rapida y precisa de las bacterias. Para la caracterizacion
de los aislados bacterianos se extrajo ADN de los aislados bacterianos tolerantes a
diclofenaco y naproxeno.

Para cada muestra de ADN de los aislados bacterianos se procedio a realizar el
analisis por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) amplificando regiones
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especificas con los oligonucleétidos 1755-1 F y 1776-1 R; la Tabla 8 presenta las
condiciones de la reaccion de PCR. Después de la amplificacion, se realizé una
electroforesis de cada producto en un gel de agarosa al 0.8 %.

Tabla 8. Condiciones de la reaccion de PCR

Etapa Condiciones
Inicio 95°C, 5 min
Desnaturalizacién 95°C, 30 s
Alineamiento 48°C, 30 s
Extension 72°C,1min40s
Extension final 72°C, 5 min

3.3.2 Secuenciacion de los productos de PCR

Al realizar la amplificacion mediante PCR de los aislados bacterianos se obtuvo un
fragmento de 1000 pb (pares de bases), el producto de PCR se purificé del gel de
agarosa mediante un Kit comercial, por el método de columna. Los productos
purificados se enviaron para su secuenciacion al Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, A.C., en donde ésta se realizé por el medio de Sanger.

Posteriormente, las secuencias obtenidas se alinearon (BLASTn) en la pagina de
NCBI, estas se analizaron con la base de datos reportadas en el GenBank. La
caracterizacion de los aislados bacterianos se tomd de acuerdo con la mayor similitud
de las secuencias reportadas.

3.4 Caracterizacion de aislados bacteriano

A la par de que se realizo la identificacion molecular de los aislados bacterianos,
también se sometieron a diferentes pruebas para conocer sus actividades
bioquimicas, las pruebas se realizaron al total de colonias cultivables aisladas.

3.4.1 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la mezcla
de diclofenaco y naproxeno en las cepas aisladas: pruebas de tolerancia a los
farmacos

Para la determinacion de la CMI, el primer paso fue la obtencién de los cultivos. Cada
uno de los aislados fue inoculado en tubos de ensayo que contenian 4 mL del medio
minimo M9 (liquido) y fueron incubados en estufa bacteriologica a 28 °C por 48 h.
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Después, el medio de cultivo inoculado se centrifugd a 3500 rpm y se aislo el pellet
desarrollado durante la incubacion y que contiene las bacterias obtenidas de la raiz
de las plantas. El pellet se resuspendié en 5 mL de solucion salina. De cada solucién
se tom6 1 mL y se determind la densidad Optica de los cultivos en un
Espectrofotometro UV/visible (Thermo Scientific Evolution™ 201) a una longitud de
onda de 600 nm. Se considera que se logra un desarrollo adecuado de las bacterias
cuando la absorbancia de la suspension es de 0.5.

La CMI se realiz6 por el método de microdiluciéon para lo cual se utilizaron placas de
96 pocillos (12 mm x 8 mm), las concentraciones que se utilizaron para la prueba
fueron 30:50, 300:500 y 600:1000 mg/L, diclofenaco: naproxeno.

Cada pocillo contenia un volumen final 300 uL de medio M9 suplementado con la
mezcla de los farmacos y 10 pL de caldo de cultivo en solucién salina con absorbancia
de 0.5, se tomaron 3 columnas para cada muestra (pruebas por triplicado). Cada placa
se sell6 para evitar contaminaciones y se incubaron en estufa bacterioldgica a 28 °C
por 72 h.

Al final del periodo de incubacion se midio la densidad 6ptica de los cultivos a 630 nm
por Espectrofotometria UV/Vis y de esta manera se determiné el crecimiento de cada
uno de los aislados bacterianos expuestos a las diferentes concentraciones de los
farmacos.

3.4.2 Capacidad de hidrolizar carboximetilcelulosa

La celulosa es un polimero de origen vegetal constituido por 15000 moléculas de D-
glucosa, la cual se tiene que hidrolizar para producir azlcares simples. Para
determinar la capacidad para hidrolizar la carboximetilcelulosa por cada uno de los
aislados bacterianos, se prepard un medio de cultivo como sigue: 0.625 g de medio
LB, 12.5 g de agar bacteriolégico y 2.5 g de carboximetilcelulosa en 500 mL de agua
destilada. El medio de cultivo preparado se esterilizé a 121 °C, 15 |Ib de presion
durante 15 min. El medio preparado se vacio en cajas Petri para ser inoculadas con
las bacterias por el método de inoculacién por picadura.

Las placas fueron incubadas durante 5 dias a 28 °C, al término del tiempo y para
comprobar la capacidad de los aislados bacterianos para hidrolizar la
carboximetilcelulosa, a cada caja de Petri se adicionaron 4 mL de rojo congo al 0.5 %;
las cajas se dejaron reposar durante 10 min, se eliminG el exceso de colorante y
finalmente se agregé NaCl 1 M. La actividad de la enzima celulasa se evidencio por
la presencia de halos claros alrededor de la colonia después de 15 min de haber
agregado la solucién salina.
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3.4.3 Determinacion de la degradacion de pectina por los aislados bacterianos

La pectina es el componente mas importante de la pared celular, es un carbohidrato
vegetal complejo. La prueba para la degradacion de pectina se realizd sembrando los
aislados bacterianos por el método de picadura, en medio de cultivo suplementado
con pectina. Este medio contenia 0.625 de LB, 12.5 g de agar bacteriolégicoy 2.5 g
de pectina en 500 mL de agua destilada (Perez y col., 2009).

Las placas inoculadas se incubaron a 28 °C durante 5 dias. Para comprobar la
degradacion de la pectina, se agregaron 2 mL de lugol a cada prueba, se dejé reposar
por 1 min y se elimind el exceso de la solucién de yodo. Un resultado positivo se
visualiz6 con el tamafio de la colonia y la formacién de un halo claro alrededor de la
colonia después de la adicion del lugol.

3.4.4 Capacidad de hidrolizar el almidén

El almidon se encuentra en casi todas las plantas, estd compuesto por amilasa,
constituida por 1000 a 5000 moléculas de glucosa y amilopectina, formada por 6000
a 20000 unidades de glucosa (Allinge y Cava, 1976). Los microorganismos amiloliticos
utilizan enzimas reductoras para producir azUcares simples a partir de este. Para
visualizar la produccion de amilasa (enzima reductora) se preparé medio de cultivo
suplementado con almidén como sigue: 0.625 g de medio LB, 12.5 g de agar
bacteriologico y 2.5 g de almidon en 500 mL de agua destilada. EI medio se esterilizd
a 121 °C, 15 Ib de presion durante 15 min y posteriormente se vacio en cajas Petri
para ser inoculadas con las bacterias mediante el método de picadura. Posterior de la
inoculacién las placas fueron incubadas durante 5 dias a 28 °C.

La comprobacion de la hidrélisis del almidon se realiz6 agregando 2 mL de solucion
de lugol a cada placa y se dejo reposar por 2 min; una reaccion positiva se observé
por la formacién de halos claros alrededor de las colonias después de eliminarse el
exceso de lugol.

3.5 Caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal por los aislados
bacterianos

Las bacterias promotoras de crecimiento en las plantas (PGPR), son un grupo de
diferentes microorganismos que pueden incrementar el crecimiento y la productividad
vegetal, a los aislados bacterianos se les realizaron pruebas de promocién de
crecimiento como su capacidad para solubilizar fosfatos, produccion de sideréforos,
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produccion de acido indol acético, caracteristicas que dentro del proyecto permitieron
evaluar el mejor desarrollo de las plantas.

3.5.1 Capacidad para solubilizar fosfatos

El fésforo es uno de los elementos esenciales para el desarrollo vegetal, por lo tanto,
debe estar disponible para el desarrollo de las plantas ya que constituye mas de 0.2
% del peso seco de éstas (Corrales y col.,, 2014). Las bacterias son los
microorganismos que predominantemente solubilizan fosfato mineral en los suelos si
se comparan con los hongos (Kucey, 1983; Bai y col.,, 2020). Para evaluar la
capacidad para solubilizar fosfatos de los aislados bacterianos se realiz6 una prueba
en medio NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate). El medio NBRIP
contiene 8 g de agar bacteriolégico, 5 g de glucosa, 2.5 g de Cas(POa)2, 2.5 g de
MgCl2.6H20, 0.125 g de MgS04.7H20, 0.1 g de KClI, 0.05 g de (NH4)2SO4y 0.125 g
de azul de bromofenol como indicador; las sales e indicador se disuelven en 500 mL
de agua destilada. Todas las colonias tolerantes a diclofenaco y naproxeno se
inocularon por el método de picadura en placas con agar NBRIP; las placas fueron
incubadas a 28 °C durante 72 h considerando la presencia de una zona clara
alrededor de las colonias bacterianas correspondian a pruebas positivas.

3.5.2 Determinacion de la produccion de sideréforos

La sintesis de sideréforos es importante porque confiere a los microorganismos una
ventaja competitiva por los nutrientes y los espacios (Loper y Henkels, 1999), asi por
exclusion se restringe el crecimiento de organismos dafiinos a las plantas (Ortiz y col.,
2008). Se demostrado también que los sideréforos, por si mismos, actlan como
activadores eficientes de los sistemas de resistencia sistémica inducida en las plantas
(Rany col., 2005). Para comprobar que los aislados bacterianos tienen la capacidad
de producir sideréforos, se realizaron pruebas en medio CAS que contiene un
complejo color azul formado por el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA), el
Fey el colorante CAS (Schwyn y Neilands, 1987). Una vez producidos, los sideréforos
microbianos poseen actividad quelante del Fe del medio. Cuando los sideroforos,
extraen el Fe del complejo azul, se libera el CAS y en el medio se produce un cambio
de coloracion de azul a naranja (Fernandez y col., 1998) lo que constituiria una prueba
positiva de produccion de sideroforos.
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3.5.2.1 Preparacion del agar CAS

Para la preparacion del medio CAS se utilizé medio LB al cual se le incorpor6 una
solucion desarrollada por Alexander y Zuberer (1991) y que contiene CAS-Fe-HDTMA.
El medio se prepard disolviendo 2.0 g de LB y 6.4 g de agar bacteriolégico en 130 mL
de agua destilada.

Inicialmente se obtiene una solucion Fe-CAS, la cual se preparé disolviendo 60.5 mg
de CAS en 50 mL de agua destilada y mezclando con 10 mL de FeCls.6H20 1M
(previamente preparada en HCI 10 mM). Posteriormente, la mezcla resultante se
agrega lentamente a 40 mL una solucién acuosa de HDTMA (72.9 mg disuelto en 40
mL de agua destilada) obteniéndose la solucién con el complejo CAS-Fe-HDTMA.

Tanto el medio LB como la solucion CAS-Fe-HDTMA se esterilizaron en autoclave a
121 °C durante 15 min y, una vez terminado el ciclo de esterilizacion, ambos se
dejaron enfriar hasta 50 °C. Un volumen de 30 mL de solucién CAS-Fe-HDTMA se
afadio gota a gota y con agitacién suave a 370 mL de medio LB hasta la obtencion
de un color azul homogéneo. Una vez obtenida la coloracion azul, el medio CAS fue
vertido en cajas Petri estériles.

3.5.2.2 Deteccion de la produccién de sideréforos

En la deteccion de sideréforos, los aislados bacterianos se sembraron por picadura
sobre el agar CAS, las placas fueron incubadas a 28 °C por 4 dias. Después del tiempo
de incubacién, se observo la liberacion al medio de cultivo de los sideroforos
bacterianos mediante el desarrollo de halos de color naranja por la liberacion del Fe
del complejo colorido CAS-Fe-HDTMA.

3.5.3 Capacidad de los aislados bacterianos para producir de Acido Indol
Acético (AlIA)

Las especies microbianas pueden alterar el desarrollo del sistema radicular y el
crecimiento vegetativo de plantas por la produccién de reguladores de crecimiento
gue incluyen auxinas, como el acido indol acético (Bowen y Rovira, 1999). Para
conocer si los aislados bacterianos son capaces de producir acido indol acético se
realizo la reaccion de Salkowsky.

Para obtener los cultivos, cada uno de los aislados bacterianos se inoculo en medio
liquido LB estéril, a 28 °C por 48 h. Transcurrido el tiempo se tomaron 10 uL de cada
aislado que habia crecido en caldo LB, los cuales fueron inoculados en tubos de
ensayo con 4 mL del medio liquido LB suplementado con 0.1 % (p/v) de L-triptéfano
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(Trp) adicionado al medio antes de esterilizarlo en autoclave. Los tubos fueron
incubados en estufa bacteriolégica a 28 °C por 48 h. Transcurrido el tiempo se midio
la densidad Optica de los cultivos en un espectrofotometro UV/visible (Thermo
Scientific EvolutionTM 201) a una longitud de onda de 600 nm. Los tubos con los
cultivos bacterianos con una absorbancia de 0.5 se centrifugaron a 3300 rpm por 15
min, finalmente los sobrenadantes se transfirieron a tubos diferentes y se almacenaron
a -40 °C hasta su posterior andlisis.

3.5.3.1 Preparacion del reactivo de Salkowsky

Para la deteccion de compuestos inddlicos se utilizé la reaccion de Salkowsky, la cual
se basa en su capacidad para producir cromoéforos en presencia de un &cido mineral
y un agente oxidante inorganico debido a la oxidacién de los compuestos ind6licos
(Perley y Stowe, 1966). Un resultado positivo se identifica con una coloracién rosada
que va desde el rosa claro a intenso dependiendo de la concentracion presente en la
muestra (Lara y col., 2011).

La preparacion del reactivo de Salkowsky fue de acuerdo con la formulacion reportada
por Sheng y Xia (2006) la cual consiste en mezclar 7.5 mL de FeCl3.6H20 0.5 M con
150 mL de H2S0O4 concentrado y 250 mL de agua destilada.

3.5.3.2 Cuantificacién espectrofotométrica

La determinacion espectrofotométrica de la produccion de AlA se realiz6 mediante la
metodologia de Salkowsky (Gordon y Weber, 1951) aplicada a cada uno de los
aislados bacterianos de Typha latifolia. Se prepard una curva de calibracion de 5
puntos con concentraciones diferentes de AlA, para calcular la concentracion de AlIA
producido por los aislados.

Para la construccion de la curva primeramente se prepararon 500 uL de cada estandar
(10, 20, 30, 40 y 50 mg/L de AlA) en caldo LB, a partir de una soluciéon concentrada
de 1000 mg/L de AlA en etanol al 70 %.

A cada uno de los estandares preparados se les adicion6 500 yL de reactivo de
Salkowsky (relacion 1:1) para posteriormente dejarlos reposar por una hora a
temperatura ambiente. Cada estandar se ley6 a una longitud de onda de 530 nm en
un espectrofotdmetro UV-visible (Thermo Scientific EvolutionTM 201). Como blanco
se utilizé caldo LB suplementado con 0.1 % de L-Trp al que se le adicioné también el
reactivo de Salkowsky y se dejé reposar en las mismas condiciones que los
estandares. Para la determinacion de la concentracion de AIA de los aislados
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bacterianos se agrego6 en un tubo de ensayo 500 puL del sobrenadante del caldo de
cultivo previamente centrifugado, y se le adicionaron 500 puL del reactivo de Salkowsky
(relacidon 1:1) a cada muestra. Cada tubo se dej6é reposar por una hora evitando el
contacto de la luz y, una vez transcurrido el tiempo, se leyo la absorbancia a 530 nm
en un Espectrofotometro UV/visible.

3.6 Capacidad de los aislados bacterianos para la produccién de lacasas

Para identificar la produccion de lacasas por los aislados bacterianos, se realizé una
prueba cualitativa basada en el método de Yang y colaboradores (2017), que consiste
en la oxidacién del 2,6-dimetoxifenol por accion de las lacasas, usando agar soya
tripticasa suplementado con 0.2 % de 2,6-dimetoxifenol. La identificacion de la
produccion de lacasas por los aislados bacterianos se observa después de 5 dias de
incubacion en el agar soya tripticasa. Las pruebas positivas se identifican por un
cambio en la colonia bacteriana a color marrén debido a la oxidacién del 2,6-
dimetoxifenol.

3.7 Determinacién de la eficiencia de remocion de diclofenaco y naproxeno con
plantas de Typha latifolia y cultivos en condiciones estériles

Para determinar el papel de los aislados bacterianos en la remocion de la mezcla de
diclofenaco y naproxeno, es necesario realizar una evaluacién en la cual las plantas
(raices) no tengan contacto con ningdn microorganismo, por lo cual se procedio a
germinar semillas en condiciones de esterilidad y asi obtener las plantas necesarias
para las pruebas de remocion.

3.7.1 Germinacion y desarrollo de plantas de Typha latifolia en condiciones
estériles

La esterilizacion de las semillas de Typha latifolia se realizé en condiciones de
asepsia, por lo cual todo el material fue sometido a esterilizacion en autoclave a 121
°C durante 15 min.

El método de asepsia que se llevo a cabo para el cultivo in vitro de Typha latifolia fue
el estandarizado por Moctezuma-Granados (2017). Se tomaron las semillas de esta
planta con una pinza y se colocaron en un tubo conico de 50 mL, posteriormente se
agrego microdin al 10 % hasta cubrir las semillas y se agité vigorosamente por cinco
minutos, una vez transcurrido el tiempo, con ayuda de una micropipeta se desecho la
solucion. Este proceso de lavado se llevo a cabo de la misma manera para las
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siguientes soluciones: cloro al 20 %, cloro al 10 %, tween 20 al 1 % y etanol 70 %. Al
finalizar se realizaron cinco lavados con agua destilada estéril agitando vigorosamente
por cinco minutos entre cada lavado. Posteriormente, las semillas se cultivaron en
frascos de 250 mL que contenian 50 mL de medio MS (Murashige y Skoog basal
medium w/ vitamins, PhytoTechnology Laboratories) suplementado con sacarosa. Los
frascos se colocaron en un cuarto de cultivo a 25 + 2 °C con un periodo de 16 h luz 'y
8 h de oscuridad por 5 dias. Todo el procedimiento se realiz6 bajo campana de flujo
laminar.

Después del periodo de incubacion, las plantas fueron traspasadas a frascos con
capacidad de 1000 mL en medio MS semisdlido (200 mL) con la finalidad de facilitar
la adaptacion gradual de las plantas a condiciones de hidroponia y se mantuvieron en
esta condicion durante 5 dias. Al término del periodo de adaptacion, las plantas
alcanzaron una altura promedio entre 5 y 8 cm, enseguida se colocaron en nuevos
frascos estériles con una solucién nutritiva conteniendo 1 mM NH4*, 1.5 mM K*, 0.125
mM PO4%, 0.25 mM Ca?* y sacarosa al 0.1 % (Loredo-Portales, 2011), los frascos
fueron colocados en un cuarto de cultivo a 25 + 2 °C con un periodo de 16 hluzy 8 h
de oscuridad durante 10 dias.

Posterior al periodo de adaptacion, se seleccionaron plantas de acuerdo con su
tamafo y se colocaron en frascos con solucién nutritiva recientemente preparadas; se
colocaron 3 plantas por frasco.

3.7.2 Evaluacion de la eficiencia de remocion de diclofenaco y naproxeno en
mezcla con aislados bacterianos y plantas en condiciones de esterilidad

En esta seccidn se describen los pasos que se realizaron para evaluar la capacidad
de los aislados bacterianos para desarrollarse y remover la mezcla de diclofenaco y
naproxeno.

3.7.2.1 Obtencién de cultivos bacterianos

Para obtener los cultivos, cada uno de los aislados bacterianos se inoculo en medio
liquido M9 estéril, a 28 °C por 48 h. Transcurrido el tiempo se tomaron 10 uL de cada
aislado que habia crecido en caldo M9, los cuales fueron inoculados en tubos Falcon
de 15 mL con medio liquido M9 suplementado 3 mg/L de diclofenaco y 5 mg/L de
naproxeno como fuente de carbono, adicionado al medio después de esterilizar en
autoclave. Los tubos fueron incubados en estufa bacteriol6gica a 28 °C por 48 h.
Transcurrido el tiempo se midié la densidad Optica de los cultivos en un
espectrofotometro UV/visible (Thermo Scientific Evolution™ 201) a una longitud de
onda de 600 nm. De los cultivos bacterianos con una absorbancia de 0.4 se tomé una
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cantidad que representa el 1 % y se transfirié a frascos estériles de 1000 mL que
contenian 200 mL de solucion nutritiva suplementados con diclofenaco y naproxeno
como unica fuente de carbono.

3.7.2.2 Cinética de remocion de diclofenaco y naproxeno con aislados
bacterianos y plantas en condiciones de esterilidad

Al tener las plantas adaptadas a condiciones de hidroponia y con la solucién nutritiva,
se agregan los aislados bacterianos. El sistema planta-microorganismos se sometio a
un periodo de adaptacion de 4 dias, posterior al periodo de adaptacion. La soluciéon
nutritiva contenia 6 mg/L de diclofenaco y 10 mg/L de naproxeno.

Para evaluar la eficiencia de remocion de una mezcla de diclofenaco y naproxeno con
plantas estériles en contacto con aislados bacterianos tolerantes a los farmacos se
realizaron 2 pruebas diferentes. La primera prueba consistié en evaluar la eficiencia
de remocién del sistema planta-microorganismo de manera individual, es decir los 7
aislados bacterianos identificados por secuenciacion se sometieron a una prueba de
cinética de remocion. El sistema consistia en un frasco estéril de 1000 mL que
contenia 200 mL de solucion nutritiva con 6 mg/L de diclofenaco y 10 mg/L de
naproxeno; cada sistema se inoculd con 1 % del aislado bacteriano y se colocaron 3
plantas de una altura promedio 15 (£5) cm.

La segunda prueba consistié en someter cada consorcio bacteriano identificado por
seccién. La preparacion del sistema donde se realizaron las pruebas se hizo como en
la misma forma que las pruebas anteriores. Los aislados bacterianos correspondieron
a los obtenidos de los sitios A, B o C.

En las primeras 12 h del inicio de los experimentos, de cada uno se tomaron muestras
del medio cada 4 h, y posteriormente cada 12 h. Tanto el muestreo como la
preparacion de los experimentos se realizd bajo campana de flujo laminar y en
condiciones de esterilidad para evitar cualquier contaminacién en los sistemas.

3.8 Identificacion de metabolitos de diclofenaco y naproxeno

Para identificar los principales metabolitos de diclofenaco y naproxeno, tanto en las
pruebas de remocion de farmacos realizadas en los sistemas planta-microorganismo
como en la solucion de los humedales se tomaron muestras de 50 mL de la solucion
para proceder a la obtencion de los extractos de los farmacos y sus metabolitos en
una fase de metanol para su posterior andlisis. (figura 7).
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Posteriormente a la extraccion, se realizé un prueba por cromatografia en capa fina
(TLC), en la cual se utiliz6 como fase movil una mezcla de tolueno: acetona: acido
acético glacial en proporcion 15:10:0.2 (v:v:v). El propésito de la prueba fue realizar
una identificacion preliminar de las sustancias. El factor de retencion (Rf) de
diclofenaco fue de 0.73, para naproxeno de 0.63 y para la mezcla de 0.5.

a-j=1=~1-0

Cultivo bacteriano 40 L
medio M9, 50 mL, m y se sobrenadante Se le agrega

i El bi dant e :
incubacién por 72 centrifugan a 4000 sovrenadante se acidifica con acetato de etilo

ha28°C rpm por 30 min oo Ppass & un HCl a pH 2.5 volumen 1:1 (2
tubo nuevo veces)

Metanol

[ @4— U < H = 5 -

Pasar a tubo

eppendorf y El extracto se Se deja secar Se separa la fase Se deja reposar
refrigerar resupende con a40°C organica en otro hasta formar dos
hasta analizar metanol tubo fases

Figura 7. Estandarizacién para identificar los farmacos y sus sub-productos de
degradacion.

3.8.1 Andlisis por GC-MS

Dentro del analisis de la eficiencia de remocién de los farmacos es importante conocer
si se forman productos de degradacién, debido a que estos normalmente se
encuentran en concentraciones traza, se usé cromatografia de gases acoplado a
espectrofotometria de masas para identificar los posibles productos formados durante
la experimentacion.

3.8.1.1 Derivatizacion

Se tomaron alicuotas de 100 yL de las muestras previamente tratadas y se eliminé el
contenido de solvente organico para lo cual se trataron bajo flujo de nitrégeno.
Enseguida se agregaron 20 pL de piridina 'y 80 pL de BSTFA con 1 % de TMCS a
cada alicuota. La mezcla se incub6 a 85 °C durante 25 min, se llevaron a temperatura
ambiente y se afadi6 isooctano hasta un volumen final de 200 pL. Finalmente, se
transfirieron 100 L de mezcla a un vial y se realizo el andlisis inmediatamente por
Cromatografia de Gases acoplada a Masas (GC-MS).

49



3.8.1.2 Analisis GC-MS

Para el andlisis se us6 un Cromatografo de Gases Perkin Elmer modelo Clarus 580
acoplado a un Espectrometro de Masas de lonizacién por Impacto de Electrones
(EIMS; Perkin EImer modelo 560S). Para el analisis se hicieron inyecciones de 0.5 pL
de las muestras a analizar; la inyeccion fue en modo splitless. La temperatura en el
inyector fue de 280 °C. La fase de cromatografia se realizé en una columna capilar
(Agilent J&W DB-1MSUI) de 60 m x 250 um x 0.25 pm y se utilizé helio como gas
portador a un caudal constante de 1 mL/min. El programa del horno del Cromatografo
se inicié a una temperatura inicial de 45 °C, se mantuvo durante 5 minutos, y luego se
incrementd a una velocidad de 6 °C /min a 170 °C, enseguida se aplicé una segunda
rampa de 10 °C/min para llegar a 305 °C, temperatura que se mantuvo por 10 minutos.
La temperatura de la linea de transferencia se fijé en 230 °C.

Los espectros de masas se obtuvieron a 70 eV de energia electrénica. Las mediciones
se realizaron en modo SCAN con el rango m/z establecido en 40-550. La temperatura
de la fuente de iones se fijo en 200 °C y se hizo funcionar a 2.9 exploraciones por
segundo. Los datos obtenidos por el GC-EIMS se examinaron con el software
TurboMass (Perkin Elmer, Inc.). Se utilizo el software AMDIS (http://www.amdis.net/)
para la determinacion del tiempo de retencion y la extraccion del espectro de masas
de cada componente de los cromatogramas. Para la identificacion de compuestos se
utilizé el software de biblioteca de espectros de masas y la base de datos NIST MS
Search version 2.0 (Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia, 2008). Para la
cuantificacion se utilizé una curva de calibracion con diclofenaco y naproxeno.

3.9 Identificacion de interacciones fisicoquimicas entre la plantay la mezcla de
los farmacos

Para la identificacion de las interacciones fisicoquimicas entre diclofenaco y
naproxeno cuando se encuentran en solucién, asi como las interacciones que pueden
presentar con celulosa como uno de los principales componentes de la raiz de las
plantas, fue necesario apoyarse en la quimica computacional. El analisis fue dirigido
por la Dra. Sarai Vega investigadora de la Facultad de Ciencias Quimicas (UASLP).

3.9.1 Equipo y paquetes Computacionales

Para disefar y analizar las moléculas es necesario contar con equipo computo con la
capacidad para realizar los célculos necesarios. En este trabajo se utilizé el software
Gaussian 09 con una estacion de trabajo que contenia un procesador de cuatro
nacleos Intel Xeon, con cuatro GB de memoria RAM, Servidor Prometeo, con 24
procesadores de Cuatro nlucleos y 12 GB de memoria RAM por procesador.
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3.9.1.2 Gauss View y Gaussian 09

El paquete computacional Gauss View 5 se requirid para visualizar, modelar y
construir digitalmente atomos y moléculas. Gaussian 09 es un paquete computacional
especializado para el calculo de estructuras y propiedades quimicas; utiliza una
interfaz sencilla para el usuario denominada GaussView, capaz de construir moléculas
de manera visual, lo que permite introducir la estructura de la molécula y demas datos
mediante comandos a través de un entorno visual mas atractivo mediante ventanas
que se despliegan y que contienen toda la informacion necesaria para resolver la
estructura quimica disefiada, sin recurrir a realizarlo a través de programacion.

3.9.2 Estructuras Analizadas

Para comprender las interacciones entre los farmacos se realizaron analisis in silico
de diclofenaco, naproxeno y celulosa como un componente importante de la estructura
de la raiz. Diclofenaco es una molécula que incluye un acido fenilacetico, una amina
secundaria y un grupo fenilo con dos a&tomos de cloro en posiciones orto a la amina;
el naproxeno tiene como grupos funcionales un éter y un &cido carboxilico. La celulosa
se optimizo para comprender sus posibles interacciones con diclofenaco y naproxeno,
ya que la pared celular de la planta estd compuesta casi en su totalidad por polimeros
gue no contienen nitrdgeno, incluidas la celulosa y la lignina.

Para este trabajo, se modelé un fragmento de celulosa con tres unidades de [3-
glucosa, que tiene el tamafio adecuado para soportar una molécula de diclofenaco o
naproxeno. El fragmento de celulosa se disefié de dos maneras diferentes, la primera
basandose en la bibliografia de la molécula general de celulosa y la segunda se
construyé una monocapa compuesta por dos cadenas de celulosa (IB) utilizando el
software celulosa-builder (Gomes, 2012), luego se tomd solo una cadena de esta
monocapa Y finalmente se redujo la cadena a tres unidades de B-glucosa, en la
seccion de resultados se describen ambos disefios y simulaciones.

3.9.3 Andlisis de las moléculas

De acuerdo con Cjuno, 2003, existe un procedimiento general utilizado en la quimica
computacional el cual se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Esquema de metodologia para calcular las propiedades de las moléculas.

3.9.4 Propuesta de mecanismos de degradacién de diclofenaco y naproxeno

En este trabajo se utilizaron los métodos empiricos, optimizando y calculando la
frecuencia de cada molécula. Se hizo una propuesta de dos mecanismos de
degradacion del diclofenaco y naproxeno en el humedal, el primero para que el
diclofenaco se degrade a 8-clorocarbazol-1-acetato (figura 9) y el segundo para que
el naproxeno se degrade a 6 -metoxi-2"-acetonaftona (figura 10). Inicialmente, se
calcularon las geometrias de los reactivos, las moléculas intermedias y los productos
generados. Ademas, se calcularon las frecuencias de vibracibn molecular
correspondientes a cada estructura generada. Todos los célculos se realizaron con
Gaussian09W y GaussView 3.

Las superficies de energia potencial (PES) se generaron a través de una coordenada
de reaccion: separacion interatdbmica C-Cl (para diclofenaco) y C-C (para naproxeno)
para encontrar estados de transicion (TS). La estructura con la maxima energia en
cada PES se utilizé para calcular los estados de transicion con el método LST / QST
(Halgren y Lipscomb, 1977). Los estados de transicion fueron confirmados por una
sola frecuencia imaginaria.
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3.10 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de los parametros de crecimiento y/o desarrollo de las plantas se
sometieron a un analisis estadistico usando el programa Minitab 16, este analisis se
realizo separando los grupos de muestras del humedal control y se compararon con
las muestras del humedal con la mezcla de farmacos. Se realiz6 una prueba ANOVA
con intervalo de confianza por él método Tukey en el cual los resultados de medias
y/o desviacion estandar se agrupan por letras en las cuales si se presentan iguales
para los datos es que no hay diferencias significativas entre ellos, y por contrario, si
los resultados muestran diferentes letras (a, b, ¢, d) estos son significativamente
diferentes.
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4. Resultados y discusion

En este capitulo se describen los resultados del trabajo sobre la remocion de
diclofenaco y naproxeno desde una solucion sintética de concentracion conocida
utilizando un humedal construido de flujo subsuperficial horizontal con plantas de
Typha latifolia operado en flujo continuo y a condiciones controladas. Se muestran
también los datos del aislamiento de bacterias de la raiz de las plantas Typha
latifolia expuestas en el humedal a la mezcla de farmacos; asi como la identificacion
de las bacterias aisladas, sus propiedades bioquimicas y la identificacion de
enzimas involucradas en la degradacion de compuestos organicos. Finalmente,
mediante modelamiento quimico utilizando herramientas de la quimica
computacional, se predicen las interacciones quimicas entre los farmacos y con la
celulosa como componente de la raiz, con el propésito de describir la remocion de
diclofenaco y naproxeno de la solucién.

4.1 Determinacion de la eficiencia de remocién de una mezcla de diclofenaco
y naproxeno en lotey en HC-FSSH con plantas de Typha latifolia

La determinaciéon de las concentraciones para trabajar en los humedales se
determind por las pruebas en sistema por lote, con una mezcla Diclofenaco:
Naproxeno con disefio Central Compuesto (Zapata-Morales 2018). Los resultados
de las pruebas en lote mostraron la capacidad de Typha latifolia para remover la
mezcla de diclofenaco y naproxeno, ya que en cada una de las pruebas las
eficiencias de remocién fueron mayores al 80 %, sin embargo al evaluar el efecto
de estos en el desarrollo de la planta, las concentraciones superiores a 5.5 de
naproxeno mostraban un efecto negativo a la planta, la cual comenzaba a presentar
clorosis, marchites y la cantidad de clorofila disminuyo a comparacion de la prueba
control. En el caso para diclofenaco en concentraciones de 2 a 3.5 de este no se
observaron efectos en la planta. Por lo cual se evalud la concentracion en 3 mg/L
de diclofenaco y 5 mg/L de naproxeno, concentraciones que se evaluaron
individualmente en celdas de humedal.

Primero se determinaron las condiciones de operacién del HC-FSSH en cuanto al
flujo de influente y del efluente para lograr un tiempo de residencia hidraulico (TRH)
gue se establecio en 3 dias. El flujo del influente fue de 10 £ 4 mL/min.

Una vez que se logré el desarrollo de la cobertura vegetal, se inici0 la
experimentacion mediante la alimentacion de un influente consistente de una
solucion de diclofenaco (concentracion 2.58 + 0.33) y naproxeno (concentracion
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5.05 = 0.20) a un flujo continuo de 10 + 4 mL/min. Las concentraciones elegidas
fueron previamente determinadas por Zapata y col. (2020) a través de pruebas en
lote para evaluar la tolerancia de las plantas a cada uno de los farmacos estudiados.
Zapata y col. (2020) observaron también que T. latifolia tolera muy bien estas
concentraciones en un sistema HC-FSSH en pruebas individuales.

Cada 3 dias se alimentd al HC-FSSH solucién sintética recientemente preparada de
diclofenaco y naproxeno en agua desionizada adicionada de nutrientes o bien,
efluente tratado reconstituido con la concentracion requerida de los contaminantes,
asi como de los nutrientes (1 mM NH4* + 1.5 mM K* + 0.125 mM PO4* + 0.25 mM
Ca?*; Loredo-Portales, 2011). Frecuente se verificd el nivel de la columna de agua
en el humedal y se hicieron los ajustes correspondientes al flujo de salida cuando
fue necesario para compensar pérdidas de agua por evapotranspiracion. Al inicio
de la experimentacion con la solucion sintética de farmacos, del HC-FSSH se
tomaron muestras de influente y efluente cada 24 h, por 20 dias, y en las muestras
se determinaron las concentraciones de diclofenaco y naproxeno. Posteriormente
cuando los flujos de entrada (influente) y salida (efluente) se mantuvieron
constantes, la colecta de muestras de la solucion se realizé cada tercer dia. Como
se explicé en metodologia, a la par del humedal con farmacos, se trabajé con un
humedal control que se alimenté solamente con la solucion de nutrientes y cuyos
resultados se describiran méas adelante.

La figura 11 muestra la variacion de la concentracion de diclofenaco en el humedal.
En el afluente, la concentracibn se mantuvo entre 2.5 mg/L y 3.3 mg/L. La
concentracion en el efluente varié apreciablemente en el periodo de 0 a 20 dias
oscilando entre 1 mg/L y 0.5 mg/L. Es posible que esto se deba al proceso de
adaptacioén de las plantas ante el contaminante. Posteriormente a partir del dia 21,
las concentraciones de diclofenaco en el efluente se mantuvieron entre 0.5-0.8
mg/L. El periodo total de experimentacion fue de 100 dias.
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construido. La linea punteada indica el limite de deteccién del método
analitico.

Las eficiencias de remocion de diclofenaco y naproxeno fueron de 82 % y 74.5 %,
respectivamente. Estos resultados nos muestran la capacidad del humedal
construido para remover los farmacos en mezcla, asi como la capacidad de Typha
latifolia para desarrollarse en presencia de estas sustancias. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Hijosa y col. (2016) quienes estudiaron el
comportamiento de una mezcla de productos farmacéuticos y de cuidado personal
(ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco, acido salicilico, cafeina,
carbamazepina, dihidrojasmonato de metilo, galaxolida y tonalida) en cinco
unidades de humedales de las cuales tres fueron sembradas con Typha angustifolia
y dos con Phragmites australis.

Al analizar sus resultados y comparar los humedales que estudiaron, identificaron
que la raiz de Typha angustifolia tenia una mayor capacidad de absorcion de
farmacos que Phragmites australis. Aunque no se establece la correlacion de mayor
absorcién con mayor biomasa, indicaron que Typha angustifolia presenté mayor
biomasa que Phragmites australis atribuyéndole a esto las diferencias observadas
en la remocion de las sustancias estudiadas; durante este experimento las plantas
de Typha angustifolia fueron expuestas a concentraciones de 0.41 mg/L para
diclofenaco y 1.74 mg/L para naproxeno, y las eficiencias de eliminacion fueron
superiores al 60 % para ambas sustancias, lo que indica la capacidad de esta planta
para eliminar productos farmacéuticos.

Algunos autores indican que la eficiencia de remocion en humedales construidos
depende de un sistema de mecanismos los cuales en mayor 0 menor proporcion
dependiendo de farmaco, clima, disefio, sustrato y planta participan (Hu y col.,
2021). En el caso particular de la planta la remocion se puede dividir en dos
categorias: (1) roles directos, que incluyen absorcién, translocacion y degradacién
de la planta, y (2) roles indirectos que incluyen la promocién de actividades
microbianas y enzimaticas a través de la secrecion de exudados y la pérdida radial
de oxigeno. En este trabajo no se analizo cada uno de los puntos mencionados, sin
embargo, es importante resaltar que Typha angustifolia tiene capacidad para
desarrollarse en presencia de lo mezcla de farmacos y en el sistema de humedales
se obtienen eficiencias de remocioén igual o superiores a las reportadas.

Los resultados de las eficiencias de remocién de los farmacos en mezcla son
diferentes a los reportados en nuestro trabajo del 2018, en donde se trabajé con dos
celdas de humedales para remover de manera individual diclofenaco y/o naproxeno,
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de lo cual se removio diclofenaco (3 mg/L) en un 98 % y naproxeno (5mg/L) en un
99 % durante el periodo de experimentacion que fue de 105 dias. Esto demuestra
gue para el sistema de humedales es mas complicado la remocion de mezclas, sin
embargo, se remueve mas del 70% de ambos farmacos.

4.1.1 Concentraciéon removida de diclofenaco y naproxeno por el medio de
soporte

Para evaluar la contribucion del material de soporte de las plantas, asumiendo que
los farmacos se pueden remover por adsorcion sobre la grava, se realizd un
experimento en un HC-FSSH alimentado con una solucidon conteniendo nutrientes
y los farmacos pero que no contenia plantas. Las concentraciones que se
determinaron en la solucion afluente en el inicio de la experimentacion fueron de
2.58 + 0.4 mg/L de diclofenaco y 4.5 £0.9 mg/L de naproxeno. Cada 3 dias se
alimento la solucion influente recientemente preparada con diclofenaco, naproxeno
y nutrientes, en agua de grifo, o bien, el efluente se fue reconstituido con la
concentracion requerida de los contaminantes y recirculado al humedal. De manera
continua se verifico el nivel de la columna de agua en el humedal y se hicieron los
ajustes necesarios al flujo del efluente para mantener la columna de agua y el TRH
que fue de 3 dias. Las concentraciones de los farmacos en el influente y en el
efluente se realizaron en muestras tomadas cada 24 h. La figura 13 muestra la
concentracion removida (mg/L) de diclofenaco y naproxeno durante los 30 dias de
experimentacion.
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Figura 13. Concentracion removida de diclofenaco y naproxeno por el material de soporte
de las plantas (grava).

Posteriormente de 16 dias de experimentacion, la concentraciéon de los farmacos en
los efluentes se comenzd a mantener constante, estos datos son los que se
consideraron para determinar la contribucion de la grava a la remocion total de los
farmacos en el humedal.

La contribucién de la grava a la remocion total de los farmacos fue de 20.4 % para
diclofenaco y 30.8 % para naproxeno y la remocion total de diclofenaco y naproxeno
en el humedal con plantas de T. latifolia fue de 88.0 % y 76.0 %, en el mismo
periodo. Varios procesos podrian estar ocurriendo en el humedal construido y
contribuir a la eliminacién de diclofenaco y naproxeno. Uno de estos procesos
podria ser la adsorcion por parte de la grava. Zapata y col., (2020), estimaron que
T. latifolia elimind mas del 90 % de diclofenaco o naproxeno en sistemas por lotes
con soluciones individuales de los productos farmacéuticos en las concentraciones
probadas en este trabajo. De acuerdo con los resultados de Zapata y col., (2020),
T. latifolia puede eliminar el diclofenaco y el naproxeno tanto de soluciones simples
como de mezclas. En este trabajo, considerando el aporte de sustrato, la remocién
atribuida a las plantas se estima en 67.6 % para diclofenaco y 45.2 % para
naproxeno, sin embargo, no se hizo distincion entre los procesos que ocurren a nivel
de raices como adsorcion, absorcion y los atribuidos a los microorganismos
desarrollados en la raiz que podrian contribuir a la asimilacion de estas sustancias
por parte de las plantas. Los resultados de la contribucion de la grava se obtuvieron
al hacer una diferencia entre la eficiencia de remocion de las plantas en el dia 30 al
igual que en la grava.
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Avila y col., 2014 realizaron una prueba en humedales construidos de flujo vertical
(VF) a escala piloto con arena o grava, plantados con Phragmites australis
expuestos a ocho productos farmacéuticos y encontraron que los humedales
construidos con arena eliminaban concentraciones mas altas que aquellos con
grava, excepto por diclofenaco para el cual el VF humedal construido a base de
arena removioé 85 + 17 % y con grava 74 + 15 %, por lo tanto, el sustrato fue
importante en la eficiencia de remocién de los farmacos, también indicaron que se
observé una mayor remocion de diclofenaco en humedales con menos condiciones
oxidativas, sin embargo este aspecto no se evaluo.

4.2 Efecto de diclofenaco y naproxeno sobre el desarrollo de Typha latifolia
en el HC-FSSH en comparacion con el sistema control

Los efectos de los farmacos en la salud de las plantas son importantes. De acuerdo
con Dordio y col., (2009), los efectos de los contaminantes se evallan con base en
su toxicidad, considerando las funciones de las plantas para la eliminacién de estos
productos, por lo cual se puede analizar la arquitectura radicular, la tasa de
crecimiento relativo de la planta y las concentraciones de pigmentos fotosintéticos
tales como carotenoides y clorofila en tejidos vegetales. Durante la experimentacion
se dio seguimiento a los pardmetros de crecimiento de la planta midiendo su altura,
namero de hojas y su contenido total de clorofila. Se seleccionaron 9 plantas en
cada humedal (con farmacos y control), la seleccion dependié de su ubicacién en
cada humedal con respecto a la distancia de alimentacion del afluente. Se
seleccionaron tres plantas de cada punto elegido A (0-10cm), B (75 cm) y C (120-
130 cm). Al inicio de operacion de los humedales, a las plantas se les asigné un
ndmero para darles seguimiento durante la experimentacion. Cada 15 dias durante
la experimentacion, las plantas se midieron y se contaron para llevar un registro de
la cobertura vegetal en el humedal durante la exposicion a los farmacos. Los
resultados se compararon contra el humedal control (libre de farmacos). Los
resultados del parametro de altura de las plantas de las plantas elegidas en A, By
C se muestran en las figuras 14, 15, 16 en los cuales se observa la variacion de la
altura en funcién del tiempo para cada humedal (con farmacos y control).
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Figura 14. Altura de las plantas (punto A) expuestas a los farmacos en
el humedal control y en el humedal con la mezcla de farmacos.

Los resultados de la variacion de altura al comparar la seccion A (figura 14)
en humedal control y humedal en contacto con los farmacos muestran que no
existen diferencias significativas en el crecimiento de las plantas. Lo cual es
indicativo que la presencia de diclofenaco y naproxeno no afecta el
crecimiento de Typha latifolia.
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Figura 15. Altura de las plantas (punto B) expuestas a los farmacos en el
humedal control y en el humedal con la mezcla de farmacos.
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En la seccion B (figura 15), se observa que los datos de crecimiento de T. latifolia
no muestran una diferencia significativa a lo largo de todo el periodo de
experimentacion, cuando se analiza por humedal (control y con farmacos); en la
grafica se observa que los datos pertenecen al mismo grupo “a”.

En la figura 16 se puede observar que el desarrollo de las plantas de la seccion
C del humedal control tuvieron siempre un desarrollo, a diferencia de las plantas
en contacto con la mezcla de los farmacos, donde se observa que
probablemente por el periodo de adaptacion estas se desarrollaron de manera
mas lenta en los primeros 45 dias; posteriormente, en el periodo de 75y 90 dias,
las diferencias en altura no son significativas, lo cual indica que las plantas se
adaptaron y crecieron al final con la misma tendencia que las plantas del
humedal control.
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Figura 16. Altura de las plantas (punto C) expuestas a los farmacos en el
humedal control y en el humedal con la mezcla de farmacos.

El parametro de altura de las plantas en los humedales con la mezcla de farmacos
demuestra que no hay efectos negativos en el desarrollo de las plantas si se
comparan ambos humedales (control y con farmacos). Es decir, la planta no se ve
afectada en su desarrollo durante el tiempo de experimentacion.

Durante la experimentacion también se realizo un conteo del niamero de hojas
desarrolladas, los resultados se muestran en las figuras 17, 18 y 19. Este parametro
se midié realizando un conteo de las hojas nuevas restando las hojas que
presentaban clorosis 0 marchitamiento.
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Figura 19. Numero de hojas de las plantas (punto C) expuestas a
los farmacos en el humedal control y en el humedal con la mezcla
de farmacos.

En el desarrollo de las hojas se observa que la adicion de la mezcla de diclofenaco
y naproxeno no tiene efecto en su crecimiento cuando se compara con las plantas
desarrolladas en ausencia de los farmacos.

Durante el desarrollo del proyecto se cuantificé la cantidad de clorofila producida en
las plantas en contacto con los farmacos (diclofenaco 3 mg/L y naproxeno 5mg/L)
en la celda de humedal y se realizé una comparacion con las plantas desarrolladas
en la celda control, durante todo el proceso de operacion de estos (100 dias; andlisis
cada 15 dias, la figura 20,21 y 22 muestras los resultados de contenido de clorofila
en cada una de las secciones.
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Figura 20. Contenido de clorofila (Seccion A) de las plantas desarrolladas en la
celda con diclofenaco y naproxeno y control

La figura 20 muestra el contenido de clorofila en la seccion A, donde se observa que
existe una diferencia significativa entra la celda control y las plantas expuestas a
diclofenaco-naproxeno, esto se observa a partir del dia 30, donde la cantidad de
clorofila en las plantas de Typha latifolia expuestas a la mezcla de farmacos es

mayor.
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Figura 21 Contenido de clorofila (Seccion B) de las plantas desarrolladas en la
celda con diclofenaco y naproxeno y control
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En la figura 21 se observa que no hay diferencia significativa en el contenido de
clorofila de las plantas desarrolladas en la celda control comparando con las
expuestas a diclofenaco-naproxeno.
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Figura 22. Contenido de clorofila (Seccion C) de las plantas desarrolladas en la
celda con diclofenaco y naproxeno y control

El contenido de clorofila de las plantas de la seccion C, no muestran una diferencia
significativa comparando las plantas expuestas a la solucién con los farmacos y las
de la celda control, lo que indica que no existe un efecto negativo en el desarrollo
de las plantas.

Al observar los resultados de las figuras 20, 21 y 22, no se observl un efecto
significativo de los farmacos sobre el contenido de clorofila, lo cual indica que
diclofenaco y naproxeno no son téxicos para las plantas. De manera visual las
plantas no presentaron clorosis. Un estudio realizado por Dordio y col. (2009) en el
cual realizaron pruebas in-vitro con plantas de Typha spp., en contacto con una
solucion de acido clofibrico (4 mg/L), no se observaron signos visuales de toxicidad
sobre la planta. En este caso, la planta no solo fue capaz de crecer en las soluciones
con acido clofibrico si no que continud eliminando el contaminante hasta alcanzar
remociones de 46 % a 64 %. En el estudio realizado por Amaya-Chavez (2006)
para la eliminacion del metilparation, informé que la clorofila de las plantas de Typha
spp., no se vio afectado por xenobidticos organicos, en el estudio las plantas no
presentaron efectos toxicos. Lo cual demuestra que Typha spp. tiene gran
capacidad para crecer en medios contaminados con este tipo de sustancias.
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4.3Analisis microbioldégico de muestras de raiz obtenida de las plantas
desarrolladas en el HC-FSSH alimentado con la solucion de farmacos

Los siguientes apartados muestran los resultados para el andlisis de los aislados
bacterianos desarrollados en la raiz de las plantas en contacto con la mezcla de
diclofenaco y naproxeno, posterior a los 100 dias de experimentacion.

4.3.1 Obtencidén y caracterizacion de los aislados bacterianos de la raiz de T.
latifolia.

Se recolect6 la raiz de plantas seleccionadas de acuerdo con el procedimiento
descrito en la Metodologia, para el analisis del consorcio bacteriano cultivable
desarrollado en la raiz de las plantas de Typha latifolia durante el tratamiento de la
solucion sintética con farmacos en el humedal construido, se recolecto6 la raiz de
plantas seleccionadas de acuerdo con el procedimiento descrito en la Metodologia.
Las raices recolectadas fueron lavadas con agua desionizada estéril, el agua de
lavado se utilizé para obtener los aislados bacterianos. Por lo cual posterior al
lavado se tomaron alicuotas (200 L) del agua y se colocaron en cajas de Petri con
medio minimo M9 sodlido suplementado con 3 mg/L de diclofenaco y 5 mg/L de
naproxeno como fuente de carbono.

Enseguida, las muestras se incubaron a 28 °C durante 48 h, al término del periodo
de incubacién se observaron las colonias desarrolladas y clasificaron por su
morfologia; este mismo proceso se realizo para los aislados desarrollados en el
humedal control.

La diversidad morfolégica fue muy representativa, se observaron colonias grandes
de color blanco con un borde uniforme y circular como colonias pequefias de color
blanco con borde irregular, entre otras. La figura 23 muestra un aspecto de las
colonias bacterianas desarrolladas en el humedal con farmacos.

Figura 23. Morfologia de colonias desarrolladas en
presencia de una mezcla de diclofenaco y naproxeno.
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Los resultados obtenidos muestran la gran diversidad de bacterias que colonizan
las raices de Typha latifolia. Las colonias de bacterias aisladas del humedal
corresponden a las obtenidas de las raices de plantas de los puntos A, By C del
humedal alimentado con la solucion de farmacos. Se identifico un total de 14
morfotipos de los cuales 6 procedian de las plantas del punto A, 3 del punto By 5
del punto C, asi se aisl6 un total de 208 colonias. La tabla 9 muestra el numero de
colonias aisladas de acuerdo con la parte del humedal de la cual se obtuvieron.

Tabla 9. Aislados bacterianos de las raices de las plantas de Typha latifolia
desarrollada en el HC-FSSH alimentado con la solucion de farmacos.

Punto A Punto B Punto C

Morfotipo Numero de Morfotipo NuUmero de Morfotipo NuUmero de

Colonias Colonias colonias

El 26 M1 21 S1 16
E2 18 M2 9 S2 21
E3 9 M3 21 S3 10
E4 21 S4 17
ES 3 S5 14
E6 2

Total 79 Total 51 Total 78

La cuantificacion de microorganismos es un elemento critico en los estudios de
ecologia microbiana, debido a que las comunidades microbianas pueden responder
rapidamente a los cambios ambientales causados por la contaminacion y los
factores ambientales, dentro de esto los contaminantes pueden provocar un
aumento (Kaplan & Kitts 2004) o una disminucion (Bordenave et al. 2007) en la
diversidad microbiana dependiendo de su toxicidad y cantidad la cual
probablemente sea causada por la presién selectiva de los contaminantes.
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Con los resultados de la identificacion de los morfotipos desarrollados, se realizo
una comparacion con los estudios de 2018., en los cuales se identificd la morfologia
de colonias bacterianas desarrolladas en presencia de diclofenaco o naproxeno en
humedales por separado, de lo cual se observd 9 morfotipos en presencia de
diclofenaco y 7 morfotipos diferentes desarrollados en presencia de naproxeno, es
decir un total de 16 morfologias diferentes, en este trabajo se identificaron 14
morfologias diferentes lo cual representa una disminucion en la diversidad
microbiana, lo cual puede indicar que los farmacos en mezcla promueven un
desarrollo bacteriano especializado para funciones como la asimilacion de
sustancias organicas complejas.

4.4 Caracterizacion de aislados bacterianos

Para conocer caracteristicas particulares de los aislados bacterianos se les realiz6
las siguientes pruebas: tincion de Gram, determinacion de la actividad enzimética
para la hidrolisis de carbohidratos complejos, analisis bioquimico para conocer su
potencial como promotoras de crecimiento vegetal, asi como pruebas de tolerancia
a diferentes concentraciones de diclofenaco y naproxeno en mezcla.

4.4.1Tincién de Gram

Es definida como una tincion diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a
las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y bacterias Gram
positivas. Los principios de la tincion de Gram estan basados en las caracteristicas
de la pared celular de las bacterias, la cual le confiere propiedades determinantes a
cada microorganismo (Casasola, 2022).

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa constituida por
peptidoglicano, pero no cuentan con membrana celular externa. La pared celular de
las bacterias Gram negativas esta constituida por una capa fina de peptidoglicano y
una membrana celular externa, cuyo componente estructural Unico son los
lipopolisacéaridos. Las bacterias G (+) retienen el cristal-violeta después de la
decoloracion y aparecen de color azul intenso (purpura). Las bacterias G (-) no son
capaces de retener el cristal-violeta después de la decoloracién y son tefiidas de
rojo con safranina.

Al realizar la tincion de Gram a cada uno de los aislados bacterianos, se determiné
gue el 100% de las colonias bacterianas son bacilos Gram negativo.
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4.4.2 Actividad enzimatica de los aislados bacterianos para la hidrélisis de
carbohidratos complejos

Debido a las caracteristicas de la pared celular vegetal, las bacterias para poder
colonizar el interior de los tejidos vegetales deben ser capaces de producir enzimas
hidroliticas. Algunas de estas enzimas participan en la asimilacion de la fuente de
carbono para su crecimiento (Déavila y col., 2006). Con el propdsito de conocer la
naturaleza de los aislados bacterianos se determind la produccion de las enzimas
amilasa, pectinasa y celulasa, en agar suplementado con almidén, pectina y
carboximetilcelulosa, respectivamente. Un resultado positivo se evidencio con la
presencia de halos claros indicando la produccion de enzimas hidroliticas.

4.4.2.1 Determinacién de la actividad de amilasa por aislados bacterianos de
laraiz de plantas de Typha latifolia

Las amilasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de 1,4 a-D- glucanos como el
almidon y glucégeno (Pedroza, 1999). Para observar la actividad enzimatica de los
aislados bacterianos se utilizé agar suplementado con almidén. La figura 24 muestra
los halos hidroliticos formados alrededor de las colonias bacterianas que indican un
resultado positivo.

Figura 24. Halos que evidencian la degradacion bacteriana
del almidén en agar suplementado con almidon; (+) resultado
positivo, ND (no se detecta halo hidrolitico).
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De todas las colonias bacterianas, 32 de 208 mostraron la capacidad para
hidrolizar almidon, de las cuales 27 son de la seccion A, 3 de la seccion B y
dos de la seccion C.

4.4.2.2 Determinacion de la actividad pectinasa por aislados bacterianos de la
raiz de Typha latifolia

La produccién de la enzima pectinasa se realizé en agar suplementado con pectina,
un resultado positivo se detect6 con la formacion de halos hidroliticos. En la figura
25 se observan los resultados; el crecimiento de las colonias representa un
resultado positivo ya que indica que las bacterias fueron capaces de metabolizar la
pectina.

La prueba de produccién de pectinasa se realiz6 a las 208 colonias identificadas,
de las cuales 28 aislados mostraron resultados positivos, 25 son de la seccion A, y
3 de la seccién B.

Figura 25. Prueba de degradacion de pectina. Los
resultados positivos corresponden al crecimiento de las
bacterias, un resultado negativo estd representado
porque no se observa crecimiento.

4.4.2.3 Produccién de enzimas de tipo celulasa por aislados bacterianos de la
raiz de Typha latifolia

La celulosa es un polimero de glucosa, unidas por los carbonos 1y 4 en un enlace
beta-glucosidico, muy resistente. Este enlace tan solo pueden romperlo algunas
bacterias y hongos especializados (Cuamatzi y col., 2004). Cuando los
microorganismos son capaces de hidrolizar celulosa muestran un crecimiento en la
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placa Petri, por el contrario, cuando no se observa crecimiento el resultado es
negativo.

En la figura 26 se pueden observar los resultados para la hidrdlisis de
carboximetilcelulosa, de las 208 colonias solo 3 mostraron un crecimiento posterior
a la incubacion.

Sin crecimiento

ND

Sin crecimiento

Figura 26. Prueba de hidrolisis de carboximetilcelulosa.

La figura 27 resume los resultados observados de las pruebas de hidrélisis de
carbohidratos complejos por los aislados bacterianos obtenidos de la raiz de las
plantas previamente expuestas a farmacos en el HC-FSSH.

AMILASA CELULASA PECTINASA
) m(- () m() () m ()

Figura 27. Porcentaje de aislados bacterianos con capacidad de hidrolisis de
carbohidratos complejos.
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En la figura 27 se encuentra el porcentaje de los aislados bacterianos que tienen
actividad de amilasas, pectinasas y celulasas, cada aislado bacteriano presenta
desarrollo y caracteristicas bioquimicas diferentes.

Pérez y col. (2009), sugieren que los microorganismos deben poseer la maquinaria
bioguimica para degradar carbohidratos complejos, es decir para penetrar y
sobrevivir en el interior de la planta, sobre todo cuando las condiciones externas
presentan algun estrés para ellos.

Los resultados indican que la actividad enzimatica para hidrolizar
carboximetilcelulosa, pectina y almidon la presentan menos del 60% de los aislados
bacterianos, lo cual sugiere que es mas probable que durante la experimentacion
siempre estuvieron en contacto con los contaminantes, sin embargo, no existe
informacion que compruebe lo anterior. En referencia a lo reportado por Pérez y col.
(2009), las colonias aisladas de la raiz de las plantas en contacto los farmacos
tienen poca o nula capacidad de penetrar y sobrevivir en el interior de la planta.

4.5 Analisis bioquimico de las bacterias con potencial como promotoras de
crecimiento vegetal

Los microorganismos son sensibles tanto a las deficiencias como a excesivas
concentraciones de contaminantes, reducen su crecimiento y actividad enzimatica,
pero a su vez tienen la capacidad de adaptarse a ellas (Mengoni y col., 2006).

Entre las funciones de los microorganismos simbiéticos con las raices de plantas se
destacan: promover la movilidad y disponibilidad de los contaminantes a las plantas,
mediante la produccién de sideréforos (Carrillo y col., 2011), reducir el pH del suelo
por accién de los &cidos organicos sintetizados (Berazain y col., 2007), solubilizar
fosfatos, producir sustancias promotoras del crecimiento vegetal (fitohormonas) y
ser resistentes a metales pesados y contaminantes organicos. Al grupo de bacterias
que estimulan el crecimiento de las plantas se les denomina rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGRSs), esto describe a las bacterias que tienen
la capacidad de colonizar las raices de forma intensa y pueden ejercer un efecto
positivo sobre los cultivos (Barea y col., 2005).

Los mecanismos directos para la promocion del crecimiento vegetal son aquellos
en donde los microorganismos actuan sobre la planta. Dentro de estos encontramos
la produccion de promotores de crecimiento vegetal, la presencia de un consorcio
bacteriano que pueda funcionar como barrera de proteccién hacia las plantas ya
gue son capaces de mejorar el crecimiento de su planta hospedera a través de
mecanismos como la solubilizacion de fosfatos, la produccién de sideroforos, la
produccion de acido indol acético (AIA) y por poseer la enzima ACC desaminasa
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(Rivieros, 2008). Para conocer si los aislados bacterianos desarrollados en
presencia de la mezcla de los farmacos pueden tener un papel positivo en la planta
se les realizaron pruebas de su capacidad para promover el crecimiento vegetal.

4.5.1 Produccion de acido indol acético (AlA)

Las bacterias habitantes de la rizésfera pueden influenciar el crecimiento de las
plantas contribuyendo con el pool enddégeno de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal en estas, como las auxinas, entre las que se encuentra el &cido Indolacético
(AIA) (Patten y Glick, 2002). La produccién de AIA por las cepas aisladas fue
evaluada en medio LB (Luria Bertani) con triptéfano, inductor de la produccién de
AlA, cuya concentracion fue cuantificada por medio de reaccion colorimétrica con el
reactivo de Salkowski. Dada la cantidad de aislados bacterianos, en este trabajo
solamente se realizé la determinacion de produccién de AIA a 3 aislados
bacterianos de cada morfotipo. La figura 28 muestra los resultados, donde los
pertenecientes a la Seccion A, se muestran con la inicial E, los aislados de la seccién
B, se representan con la letra M y los resultados de los aislados de la seccion C, se
muestran con la inicial S.

De acuerdo con estos resultados, se puede observar que el aislado bacteriano de
la seccion C (S4-15) presentd mayor produccion de AIA y una mayor diferencia
significativa comparando con las otras muestras.
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Figura 28. Produccion de AlA de los aislados bacterianos.
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En las ultimas décadas, se ha estudiado la interaccion de las bacterias tolerantes a
contaminantes con las plantas fitorremediadoras, debido a que ciertas bacterias son
capaces de aumentar la eficacia de la fitorremediacion al promover el crecimiento
vegetal y facilitar la captacion de contaminantes (Kidd y col., 2007). Uno de los
principales factores que se evalia en promocion de crecimiento vegetal es el
crecimiento radical, bajo este contexto fue que se analizo la produccion bacteriana
de &cido indolacético en las colonias bacterianas aisladas. Con los resultados
obtenidos del nimero de colonias bacterianas analizadas, es posible identificar que
el 86 % (20 de 24 colonias analizadas) tienen capacidad de producir AlA.

La capacidad de producir AIA por los aislados bacterianos representa un beneficio
para la planta promoviendo su desarrollo radicular, diferentes estudios han
reportado la importancia de los aislados bacterianos en la produccion de AlA, el cual
permite un desarrollo de las plantas aun en situaciones de estrés, asi como se ha
indicado que muchas de estos aislados pertenecen al género de Pseudomonas
(Vegay col., 2016).

4.5.2 Produccién de sider6foros

La produccion de sideréforos es un mecanismo indirecto usado por las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal para captar hierro; sin embargo, estos solo se
producen cuando los microorganismos se encuentran en condiciones hipoférricas.
El suelo solo provee cominmente 1028 M de este metal (Mercado y col., 2007), esta
condicién hace que las rizobacterias, entre otro tipo de microorganismos, generen
estos compuestos para asegurar su supervivencia. En la deteccion de sideréforos,
los aislados bacterianos se sembraron por picadura sobre el agar CAS, las placas
fueron incubadas a 28 °C por 4 dias. Después del tiempo de incubacion, se observo
la liberacion al medio de cultivo de los sideréforos bacterianos mediante el desarrollo
de halos de crecimiento por la liberacion del Fe del complejo colorido CAS-Fe-
HDTMA. Los resultados positivos para algunos de los aislados muestran que adn
en condiciones limitantes de Fe, son capaces de crecer ya que solubilizan el Fe no
disponible por la produccion de sideréforos y lo utilizan para su metabolismo (figura
29).
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Figura 29. Produccion de sideréforos bacterianos en agar
CAS. (+) representa un resultado positivo en medio CAS
inoculado con bacterias productoras de sideréforos, ND
significa un resultado negativo.

4.5.3 Capacidad de solubilizacion de fosfatos

El fosforo es uno de los requerimientos esenciales para el crecimiento y
funcionamiento de la planta, éste se encuentra involucrado en el desarrollo de la
raiz, en el crecimiento y la floracion, ademés se encuentra constituyendo los
fosfolipidos de las membranas celulares y del material genético; cumple funciones
en el metabolismo energético celular y en procesos de fotosintesis (Corrales y col.
2014). Los fosfatos que no pueden ser asimilados por las plantas, pueden ser
llevados a formas solubles por la acciébn de muchos microorganismos. La via
principal de solubilizacion es mediante la produccién de acidos organicos como
acido oxalico, citrico, malonico, indolacético, lactico, entre otros.

Cas(POa4)2 + C204H2 2 2 CaHPO4 + Caz204
Reaccién tomada de Plazas (2007)

Los acidos organicos permiten que haya solubilizacién debido a que la presencia de
estos implica un descenso en el pH hasta valores aproximados de 2. La prueba se
realizd en medio NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate). Un
resultado positivo se indica con zonas claras alrededor de las colonias, esto se debe
a la capacidad de virar el medio de cultivo NBRIP, de azul a amarillo. Este
mecanismo empleado por las bacterias para solubilizar el fosfato inorganico
Cas(P0Oa4)2 del medio NBRIP se manifiesta por el vire del azul de bromofenol utilizado
como indicador (figura 30). Estos resultados sugieren que las bacterias producen
acidos organicos lo que provoca el descenso del pH y resulta en la solubilizacién
del fosfato.
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Figura 30. Solubilizacion de fosfato tricalcico en agar NBRIP. ND
corresponde a las pruebas negativas, es decir, las bacterias
inoculadas no fueron capaces de solubilizar el fosfato, (+)
corresponde a las pruebas positivas.

La figura 31 muestra los resultados para la capacidad de los aislados
bacterianos promotores de crecimiento vegetal.

SOLUBILIZACIC)N DE FOSFATOS 5|DER0F0R05
u(+) -) W(+)

Figura 31. Caracteristicas de promocién de crecimiento vegetal de los aislados
bacterianos tolerantes a diclofenaco y naproxeno.

De acuerdo con los resultados el 68 % de los aislados bacterianos tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos, Patifio (2010) indica que algunas bacterias son
capaces de adaptarse, colonizar y persistir en la rizésfera de la planta y favorecer
su crecimiento o desarrollo por medio de la solubilizaciéon de fosfato inorganico de
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diferentes compuestos como son el fosfato bicalcico y fosfato tricalcico, durante el
estudio las plantas se desarrollaron sin observarse efectos negativos, lo cual sugiere
que los aislados bacterianos promueves el crecimiento de Typha latifolia expuestas
a diclofenaco-naproxeno.

4.5 .4 |dentificacion de lacasas

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son los principales contaminantes
distribuidos de manera uniforme en un entorno natural como el suelo, el aire o el
medio ambiente acuatico. Consisten en un anillo de benceno dispuesto de forma
lineal, angular o en grupos (Li y col. 2011, Zeng y col. 2011). La mayoria de estos
contaminantes y sus intermedios son peligrosos para los humanos y también
cancerigenos para los seres vivos. Estos hidrocarburos aromaticos son de
naturaleza xenobidtica debido a su baja solubilidad en agua y baja tasa de
degradacion (Ihssen y col. 2015).

Hasta la fecha, hay pocos informes disponibles que muestran la capacidad de las
bacterias para degradar compuestos xenobiéticos (Zeng y col. 2011; Menaka y col.
2015). Se presume que la enzima lacasa convierte los hidrocarburos aromaticos
policiclicos en sus formas de quininas y, posteriormente, didéxido de carbono.

Las lacasas son enzimas del tipo oxidoreductasas, es una enzima verséatil que tiene
la capacidad de oxidar una amplia gama de compuestos fenolicos y no fendlicos al
convertir una molécula de oxigeno en agua en la reduccién concomitante de 4
electrones. Estos electrones libres catalizan la oxidacion de diferentes compuestos
aromaticos y no aromaticos, asi como aminas fendlicas que contienen anillos
sustituidos con varios grupos funcionales como metoxi, amino, diamino y algunos
otros compuestos metalicos [Mo(CN)g]*, [Fe(CN)s]* y [Os(CN)s] (Chandra vy
Chowdhary 2015; Rezaei y col. 2017). Las lacasas son glucoproteinas ubicuamente
encontradas, que van desde varios hongos hasta plantas superiores.

Para identificar si los aislados bacterianos producen lacasas, se realizé un ensayo
propuesto por Yun y col. (2008), en el cual se prepararon cajas Petri con 15 mL de
medio de agar de soya tripticasa (TSA) modificado con 0.01 % de 2,6 dimetoxifenol
(DMP), de acuerdo con el procedimiento descrito en la metodologia—Una vez
realizadas las pruebas, la formacion de un color ladrillo o marrén después de 3 dias
de incubacion, alrededor de las colonias se consider6 como prueba positiva
indicando que ese microorganismo produce lacasa oxidante. La figura 32 muestra
resultados de la identificacion cualitativa de lacasas.
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Figura 32 Colonias bacterianas de color marrén, lo que indica que producen
lacasa.

Como se menciond anteriormente las lacasas han mostrado capacidad para
degradar productos farmacéuticos, de las 208 colonias analizadas se observé que
solo 80 presentan la capacidad de producir lacasas, lo que representa el 38 % del
total; de ellas, las colonias bacterianas desarrolladas en la seccibn A muestran
mayor capacidad. Probablemente esto sea porque estos aislados son quienes
tienen el contacto inicial con la mezcla de diclofenaco y naproxeno.

4.5 Caracterizacion molecular de los aislados bacterianos

Al identificar de manera morfologica las colonias bacterianas, se realizé la
extraccion de ADN de un aislado bacteriano de cada morfotipo, se realizd la
amplificacion de ADNr 16S con los oligonucleétidos 1755-1 Fy 1776-1 R. La figura
33 muestra un gel de agarosa al 0.8 % con los productos de PCR obtenidos.

E1-6 E2-2 E3-4 M1-2 M3-20 S1-1 S2-2 S5-2

1000 pb

Figura 33. Amplificacion por PCR del ADNr 16s en gel de agarosa (0.8 %) de los
aislados bacterianos de raiz de Typha latifolia.
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4.6 Analisis filogenético de los aislados bacterianos

Los aislados bacterianos pudieron ser identificados molecularmente por
secuenciacion del ADNr 16S con el método de Sanger.

Todas las secuencias tuvieron una alta similitud (>90 %) con las secuencias mas
relacionadas reportadas en GenBank. La tabla 10 muestra los resultados con mayor
similitud para cada aislado bacteriano.

Tabla 10. Identificacion molecular de los aislados bacterianos.

Aislado Organismo % de No.
bacteriano identidad acceso
E1l-6 Pseudomonas putida strain Z1 97.52 MT453802
E2-2 Pseudomonas putida strain A4 86.76 MT453803
E5-2 Serratia sp. strain BR13817 95.47 MT453804
M1-2 Pseudomonas plecoglossicida strain 98.08 MT453805
R3

M3-20 Pseudomonas sp. G.W-CD.16 93.08 MT453806
S2-2 Rahnella aquatilis strain DGE5 97 MT453807
S5-2 Pseudomonas hunanensis strain 95.61 MT453808

yy061 1

Como se observa en la tabla 10, de acuerdo con la base de datos con el GenBank,
se logré obtener resultados de la secuenciacion de 7 morfotipos bacterianos, los
cuales tienen una similitud >90 % al género Pseudomonas. La tabla 11 resume los
resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a los aislados bacterianos.

De manera general las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas son
conocidas por su habilidad para colonizar diferentes tipos de habitats y por su
excelente capacidad para adaptarse rapidamente a nuevos ambientes. Se ha
observado que, en un ambiente espacialmente estructurado, la poblacion de
algunas Pseudomonas diverge rapidamente, dando lugar a la aparicion de distintos
morfotipos adaptados a cada nicho especifico (Martinez, 2017).
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Diferentes estudios que se han realizado sobre la expresion génica durante la
colonizacion de la raiz de las plantas han revelado la existencia de un mecanismo
muy importante que modula el metabolismo de la bacteria para adaptarse a las
condiciones rizosféricas. Se ha observado un incremento en la expresion de genes
relacionados con la adquisicién de carbono y nitrégeno (aminoacidos, dipéptidos y
poliaminas) y con el metabolismo de los azucares y derivados. También se ha
observado que durante el proceso de colonizacion de la raiz por P. putida, se
inducen genes relacionados con la detoxificacion de compuestos producidos por la
planta en respuesta a la interaccion con el microorganismo en cuestion u otros que
se encuentren en el entorno rizosfeérico.

La variabilidad de microorganismos en los humedales se ve influenciada por
diferentes factores, un factor importante que influye fuertemente en el proceso de
degradacion microbiana es la estructura quimica de los compuestos organicos (Dua
y col., 2002; Reddy y De Laune, 2008). Los compuestos organicos con estructuras
simples que poseen alta solubilidad en agua y baja adsortividad, podrian ser
facilmente degradados por microorganismos. La degradacion de contaminantes
organicos en humedales construidos, también se ve influenciada por el sustrato, la
vegetacion y el oxigeno y potencial redox, temperatura, pH, nutrientes disponibles
y presencia de sustancias toxicas (Calheiros y col., 2009; Li y col., 2010; Reddy y
De Laune, 2008).

Por lo anterior es importante conocer a que se debe la variacion en la diversidad
microbiana dependiendo del farmaco. La alimentacibn de contaminantes
farmacéuticos a humedales artificiales puede afectar el desarrollo y las actividades
de los microbios en humedales construidos. Un estudio realizado por Weber y col.
(2011) donde se evalué la influencia de ciprofloxacino sobre la distribucidén de las
comunidades bacterianas en humedales construidos plantados con P. australis,
mostraron que la presencia de ciprofloxacino provocaba un efecto adverso sobre
las comunidades bacterianas en los humedales, lo que provocaba una reduccion en
la capacidad de asimilacion antropogénica de compuestos a base de carbono. Sin
embargo, después de una adaptacion de 2-5 semanas, las comunidades
bacterianas pueden volver a su funcionalidad normal.

Los resultados mostrados por Weber y col. (2011) son una pauta importante para la
interpretacion de la diversidad bacteriana por farmacos; Los aislados bacterianos
obtenidos en este trabajo, en su mayoria, pertenecen al género de Pseudomonas.
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Tabla 11.

Pruebas bioquimicas de los aislados bacterianos.

Identificacion Tincibn de  Almidon Pectina Celulosa NBRIP- Lacasas AlA
gram fosfatos DMP

Pseudomonas putida strain Z1 BACILOS ND ND ND (+) (+) 10.344
Q)

Pseudomonas putida strain A4 BACILOS ND ND ND (+) ) 17.409
)

Serratia sp. strain BR13817 BACILOS ND ND ND ¢) +) 2.518
Q)

Pseudomonas plecoglossicida strain R3 BACILOS ND ND ND (+) (+) 5.199
Q)

Pseudomonas sp. G.W-CD.16 BACILOS ND ND ND (+) (+) 18.786
Q)

Rahnella aquatilis strain DGE5 BACILOS ND ND ND (+) (+) 15.67
Q)

Pseudomonas hunanensis strain yy061 BACILOS ND ND ND (+) () 19.366
Q)
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4.7 Aislados bacterianos tolerantes a diferentes concentraciones de
diclofenaco y naproxeno, pruebas de tolerancia a una mezcla de diclofenaco
(3 mg/L) y naproxeno (5 mg/L)

Para las diferentes bacterias aisladas se determind la tolerancia que presentaban a
una mezcla de diclofenaco y naproxeno mediante ensayos para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Se realizaron las pruebas en medio M9
suplementado con los mezclas de farmacos en concentraciones de 30:50, 300:500
y 600:1000 mg/L de diclofenaco:naproxeno, respectivamente.

En la figura 34 se observa el comportamiento de los aislados bacterianos presentes
en la raiz de Typha latifolia.
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b) Aislados bacterianos desarrollados en una mezcla de 300:500 mg/L diclofenaco:
naproxeno c) Prueba de aislados bacterianos en una mezcla de 600:1000 mg/L de
diclofenaco: naproxeno.

El objetivo de esta prueba fue para observar si al aumento de la concentracion de
farmaco, los microorganismos disminuian su crecimiento o este se inhibe. El control
utiizado fue GRC-065 un aislado bacteriano que pertenece al genero de
Pseudomonas y que se ha reportado con capacidad para desarrollarse en presencia
de contaminantes como metales pesados, la fuente de carbono para este aislado
fue glucosa y dentro de la prueba se buscaba observar si los microorganismos
aislados muestran un mayor crecimiento en presencia de los compuestos
farmacéuticos a comparacion de un asilado desarrollado con una fuente de carbono
diferente.

De acuerdo con los resultados, se observa que los 7 aislados desarrollaron mayor
crecimiento en las 3 pruebas, a comparacién de GRC-065 que se desarrollaba con
glucosa. De los aislados bacterianos se observa que no se inhibe su crecimiento
aun en concentraciones de 600:1000 mg/L de diclofenaco y naproxeno, es
importante resaltar que Rahnella aquatilis presento el mayor crecimiento en las 3
pruebas, este aislado bacteriano ha sido estudiado recientemente para evaluar la
remociéon de productos farmacéuticos en el ambiente, debido a que se ha aislado
como una bacteria acuatica nativa (Huys y col., 2000), en un estudio realizado por
Idroosay col.,2015, Rahnella aquatilis mostro una alta capacidad para desarrollarse
en un medio con concentraciones de 200, 250 y 300 mg/L de ampicilina, y mostré
una eliminacion completa del antibiético dentro de los 8 dias de experimentacion.
Estos resultados muestran la capacidad de R. aquatilis para remover productos
farmacéuticos.

4.8 Evaluacién de la eficiencia de remocion de diclofenaco y naproxeno por
consorcios bacterianos y Typha latifolia en condiciones de esterilidad

Se realizé la evaluacién de la eficiencia de remocién de la mezcla de diclofenaco y
naproxeno cuando las plantas se encuentran en condiciones estériles y se le
afiaden los aislados bacterianos con tolerancia a los farmacos.

Las pruebas se realizaron en soluciones sintéticas que contenian solucion nutritiva,
suplementadas con diclofenaco (6 mg/L) y naproxeno (10 mg/L) hasta un volumen
de 200 mL aforado con agua desionizada estéril, 3 plantas y el consorcio bacteriano.
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Las figuras 35, 36, 37 muestran la variacion de diclofenaco y naproxeno de acuerdo
con cada seccion de los consorcios y comparando la eficiencia con un control en el
cual no se agregaron aislados bacterianos.
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Figura 35 Variacién de la concentracion de diclofenaco (a) y naproxeno (b) con los

aislados bacterianos de la seccion A.
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Figura 36. Variacién de la concentracion de diclofenaco (a) y naproxeno (b), con los
aislados bacterianos de la seccion B.
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Figura 37. Variacion de la concentracion de diclofenaco (a) y naproxeno (b), con los
aislados bacterianos de la seccion C.

Las figuras 35 a 37 muestran la variacién de diclofenaco y naproxeno en donde se
puede observar como aumenta la eficiencia de remocion en los sistemas en los cuales
se tiene planta con consorcio bacteriano, para la figura 37 se obtuvo una eficiencia de
remocién del 58 % para diclofenaco cuando solo estan los farmacos y plantas y del 76
% cuando en el sistema se encuentras las plantas y el consorcio bacteriano, para
naproxeno la eficiencia de remocion cuando solo se encuentran las plantas esta fue
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70 % y cuando se encuentra también el consorcio bacteriano la eficiencia de remocién
es del 87 %, para la experimentacion con el consorcio bacteriano de la seccién B, la
eficiencia de remocién de diclofenaco fue de 63 % sin bacterias y del 82 % cuando hay
aislados bacterianos, en el caso de naproxeno las eficiencia de remocién cuando no
se encuentran los aislados bacterianos fue del 74 % y en presencia de aislados fue de
88 %.

Para la seccion C, las eficiencias de remocion para diclofenaco y naproxeno cuando
solo estén las plantas son del 52 % y 63 % respectivamente, pero cuando se encuentra
el sistema planta-consorcio bacteriano las eficiencias son 79 % para diclofenaco y 70
% para naproxeno.

4.9 Identificacion de productos de degradacion

Conocer la capacidad de los sistemas de humedales para remover productos
farmacéuticos es de gran interés para los investigadores, sin embargo, actualmente
los estudios tratan de identificar no solamente el porcentaje de remocion, sino también
los productos de degradacion que forman durante la experimentacion. En este trabajo,
algunas muestras fueron seleccionadas para identificar la presencia de productos de
degradacion, lo cual se describe en los siguientes apartados.

4.9.1 Identificacién de diclofenaco, naproxeno y productos de degradacién por
cromatografia de capa fina

La cromatografia en capa fina (TLC) es la técnica de separacién e identificacion de
sustancias quimicas mediante un disolvente que se mueve sobre un soporte sélido
adsorbente; el uso de esta técnica nos permite conocer la relacion entre las distancias
recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen de la placa el cual se conoce
como Rf, y tiene un valor constante para cada compuesto en condiciones
cromatograficas determinadas. Esta técnica se utilizo para identificar de forma
preliminar diclofenaco y naproxeno. Se realiz6 una prueba control en la cual los
farmacos se diluian en etanol y posteriormente se realizaba la TLC y una prueba con
dos extractos que se obtuvieron a partir de medio de cultivo M9 suplementado con los
farmacos y un aislado bacteriano.

El procedimiento para el analisis por cromatografia en capa fina se describié en la
seccion 4.8. El valor de Rf para diclofenaco fue de 0.73, para naproxeno de 0.63 y para
la mezcla de 0.5. La figura 36 muestra los resultados para la prueba de identificacion
de los farmacos y su mezcla.
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Figura 38. Cromatografia en capa fina de diclofenaco, naproxeno y su mezcla, en
medio M9.

En la figura 39 se muestra la separacion cromatografica de los farmacos cuando estos
se agregaron a caldo de cultivo M9 y en presencia del aislado de Pseudomona putida
Z1.

Naproxeno Diclofenaco Dic:Nap Naproxeno Diclofenaco Dic:Nap
P. putida P. putida P. putida

Nap
Dic

Figura 39. Cromatografia en capa fina de diclofenaco, naproxeno y su mezcla con
medio M9.

Como se puede observar en la figura 39 se lograron identificar los farmacos de manera
individual y en la mezcla en un medio de cultivo, en este caso para diclofenaco su Rf
fue de 0.6, para naproxeno de 0.73 y en la mezcla se observan ambos. Para las
pruebas a las que se inoculo cultivo bacteriano se observa que en la mezcla solo se
obtiene un valor de Rf de 0.53.

4.9.2 Identificacion por cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria
de masas de diclofenaco, naproxeno y productos de degradacion

Posteriormente a la identificacién de diclofenaco, naproxeno y posibles productos de
degradacion por Cromatografia de Capa Fina, se analizaron 43 muestras por
cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas, las cuales
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correspondieron a 12 muestras del humedal construido y las restantes son muestras
de los extractos de aislados bacterianos en medio minimo M9 con diclofenaco,
naproxeno y/o la mezcla.

El andlisis de las muestras se realizé en la base de datos del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia- Espectroscopia de masas por sus siglas en ingles NIST-MS.

La tabla 12 muestra el resultado de los compuestos identificados en las muestras de
humedales y la tabla 13 muestra los compuestos identificados en los extractos de
aislados bacterianos.

Tabla 10. Identificacién de diclofenaco y naproxeno en muestras de agua de los
humedales por Cromatografia de Gases Masas con detector de Espectroscopia de

Masas
Muestras Compuesto Tiempo de Area
Retencion
(TR, min)
Humedal Control Acido 1-naftalenoacético, éster 33.556 13056808
seccién A trimetilsililico
Humedal Control Acido hexadecanoico, éster 35.431 9842312
seccion B metilico
Acido octadecanoico, éster 37.527 18190482
metilico
d-Glucosa, 4-O-[6-desoxi-2,3,4- 36.521 1274465
tris-O-(trimetilsilil)-a-I-
manopiranosil]-2,3,5,6-tetrakis-O-
(trimetilsilil
Humedal Control Acido 1-naftalenoacético, éster 33.554 2929393
seccién C trimetilsililico
Acido 1,3-bencenodicarboxilico, 42.944 8014319
éster bis(2-etilhexilico)
Naproxeno + bstfa 37.151 119712352
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Humedal mezcla Naproxeno + bstfa 37.124 52052360

seccion A
Diclofenaco, trimetilsilil éster 39.203 8638572
Acido 1-naftalenoacético, éster 33.549 3389926
trimetilsililico
Acido tetradecanoico, éster 34.621 9005924
trimetilsililico
Humedal Mezcla Naproxeno + bstfa 37.118 25755656
seccion B
Acido 1-naftalenoacético, éster 33.551 4173718
trimetilsililico
Acido tetradecanoico, éster 34.621 6677609
trimetilsililico
Acido hexadecanoico, éster 36.806 6084547
trimetilsililico
Diclofenaco, trimetilsilil éster 39.199 7031813
Acido 1-naftalenoacético, éster 33.557 3870615
trimetilsililico
1-[2-(1-hidroxiisopropiloxi) etil] 39.737 1514222
Naftaleno
Humedal mezcla D-galactosa, 2,3,4,5,6-pentakis- 36.359 23774934
seccion C O-(trimetilsilil)-, o-metiloxima,
(12)-

* N,O-Bis(trimetilsilillacetamida (bstfa)

Tabla 11. Identificacidén de diclofenaco y naproxeno de extractos de medio minimo
M9 con aislados bacterianos individuales, con plantas y consorcio por Cromatografia
de Gases Masas con detector de Espectroscopia de Masas
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Muestras

Consorcio bacteriano
con Plantas Dic-Nap

Consorcio Planta Dic-
Nap

Control Dic-Nap
Planta S/cultivo

Control Dic-Nap
s/Cultivo s/planta

Pseudomonas
plecoglossicida strain
R3 S/Plantas Dic-Nap

Control Dic s/cultivo

Pseudomonas
hunanensis strain
yy061 Plantas Dic-
Nap

Compuesto

Acido 1-naftaleno acético,
éster trimetilsilico

Naproxeno + bstfa

Acido 1-naftaleno acético,
éster trimetilsilico

Naproxeno + bstfa

Naproxeno + bstfa

Diclofenaco, éster trimetilsilico
Diclofenaco, trimetilsilil éster

4,4-Dimethil-N-(2-
feniletil)androst-2-en-17-amina

Acido 1-naftaleno acético,
éster trimetilsililico

Naproxeno + bstfa

Diclofenaco, trimetilsilil éster
Diclofenaco, trimetilsilil éster

Acido 1-naftalenoacético, éster

trimetilsililico

Acido 1-naftalenoacético, éster

trimetilsililico

Tiempo de

Retencion (TR,

min)

33.561

37.115

33.556

37.117

37.127

39.207
39.208

38.523

33.551

37.119

39.202

39.204

33.55

33.565

Area

12963050

18309680

13321489

11724629

58625408

6877963
4749960

10805422

12745579

55581584

2362519

20693594

7600153

25375706

95



Naproxeno + bstfa 37.147 106792640

Pseudomonas putida = 1H-Ciclopenta[b]quinoxalin-1- 33.146 1064113
strain A4/Plantas Dic- = ona, 2,3-dihidroxi-6,7-dimetilo
Nap
Acido 1-naftalenoacético, éster 33.552 4318245
trimetilsililico
Naproxeno + bstfa 37.121 32544440
Pseudomonas Naproxeno + bstfa 37.117 25366436
hunanensis strain
yy061 Nap
Rahnella aquatilis Acido 1-naftalenoacético, éster 33.55 6600247
strain DGE5 Dic-Nap trimetilsililico
Plantas
Naproxeno + bstfa 37.114 41328488
Pseudomonas putida = Acido 1-naftalenoacético, éster 33.559 17123862
strain Z1 S/Plantas trimetilsililico
Dic-Nap
Naproxeno + bstfa 37.143 123040400
5H-1-Benzazepin-5-ona, 38.5225 9754106

1,2,3,4-tetrahidro-1-[(4-
metilfenil)sulfonilo]-

Diclofenaco, trimetilsilil éster 39.193 3268509
Pseudomonas putida Naproxeno + bstfa 37.152 11039319
strain Z1 Nap
Control Dic-Nap Naproxeno + bstfa 37.141 89185800
s/Cultivo s/planta
Acido 1-naftalenoacético, éster 33.568 24091602

trimetilsililico

Diclofenaco, éster metilico 38.427 9406575



Diclofenaco, trimetilsilil éster

Acido 1-naftalenoacético, éster
trimetilsililico

Control S/farmaco
s/cultivo

Acido 1-naftalenoacético, éster
trimetilsililico

Pseudomonas sp.
G.W-CD.16 Plantas
Dic/Nap

Naproxeno + bstfa

4,4-Dimethyl-N-(2-
phenylethyl)androst-2-en-17-
amine

Pseudomonas putida
strain A4 Plantas Dic-
Nap

Naproxeno + bstfa

Acido 1-naftalenoacético, éster
trimetilsililico

Diclofenaco, trimetilsilil éster

Control Plantas Dulcitol, hexakis(trimetilsilil)
s/cultivo s/farmaco éter

Acido hexadecanoico, éster
trimetilsililico

Acido octadecanoico, éster
trimetilsililico

Acido 1-naftalenoacético, éster
trimetilsililico

Control s/dic-nap
Plantas

Acido tetradecanoico, éster
trimetilsililico

d-galactosa, 2,3,4,5,6-
pentakis-O-(trimetilsilil)-, o-
metiloxima, (12)-

39.213

33.55

33.56

37.154

38.529

37.13

33.546

39.198

36.3665

36.837

38.688

33.547

34.628

36.355

14086271

16853262

173112512

10623871

61535352

2831508

1937268

26427380

154384080

70950848

8982464

27460202

10643324
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Rahnella aquatilis
strain DGE5 Dic-Nap
s/plantas

Rahnella aquatilis
strain DGE5 Dic-Nap

Pseudomonas putida
strain Z1 Dic

Acido hexadecanoico, éster
trimetilsililico

Acido octadecanoico, éster
trimetilsililico

Naproxeno + bstfa

Acido octadecanoico, éster
trimetilsililico

Acido hexadecanoico, éster
trimetilsililico

Acido 1-naftalenoacético, éster
trimetilsililico

Diclofenaco, trimetilsilil éster

Naproxeno + bstfa
d-galactosa, 2,3,4,5,6-
pentakis-O-(trimetilsilil)-, o-

metiloxima, (12)-

Silanol, trimetil-, fosfato (3:1)

Acido hexadecanoico, éster
2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]propilico

Acido tetradecanoico, éster
trimetilsililico

Naproxeno + bstfa

Acido 1-naftalenoacético, éster
trimetilsililico

Diclofenaco, éster metilico

36.814

38.69

37.155

38.692

36.842

33.571

39.197

37.121

36.348

24.526

41.604

36.807

37.131

33.546

38.418

72082344

127680208

99396848

63444248

85346816

5527395

6868869

40415984

10320414

380456576

6773539

47934036

4753239

4907423



Serratia sp. strain
BR13817 Plantas Dic-
Nap

Contro Dic-Nap
s/cultivo

Pseudomonas putida
strain Z1 Dic Nap

Control Nap M9

Pseudomonas
hunanensis strain
yy061 Dic-Nap
s/Plantas

Pseudomonas
plecoglossicida strain
R3 Plantas Dic-Nap

Acido hexadecanoico, éster
2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]propilico

Acido tetradecanoico, éster

trimetilsililico

Acido hexadecanoico, éster
2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]propilico

Acido octadecanoico, éster
2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]propilico

Naproxeno + bstfa

Acido octadecanoico, éster

trimetilsililico

Naproxeno + bstfa

1-Naphthaleneacetic acid,
trimethylsilyl ester

Acido octadecanoico, éster

trimetilsililico

Acido hexadecanoico, éster
2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]propilico

Naproxeno + bstfa

Acido tridecanoico, éster

metilico

Acido octadecanoico, éster

trimetilsililico

41.594

34.626

41.617

43.377

37.112

38.674

37.126

33.57

34.62

41.598

37.103

37.52

38.664

4635756

10965082

32305196

6112928

17374674

16410814

36178480

20599854

5697295

2983173

10458680

1467601

7405951



Pseudomonas 2-(4-metoxifenil)-2-(4- 24.561 666861952

hunanensis strain trimetoxisililoxi)propano
yy061 Dic
Acido 1-naftalenoacético, éster 33.611 14350290
trimetilsililico
Acido hexadecanoico, éster 41.614 46290048

2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]propilico

Los resultados de las tablas 12 y 13 muestran la identificacion cualitativa de las
muestras analizadas por GC-MS, durante el desarrollo del trabajo no fue posible
realizar una curva de calibracion que nos permitiera identificar cuantitativamente los
resultados. Sin embargo, de los resultados se obtuvieron cromatogramas que nos
permiten visualizar la presencia de los farmacos, asi como realizar una comparacion
de diclofenaco y naproxeno iniciales y después del tratamiento.

La figura 40 muestra dos cromatogramas, donde se observa el tiempo de retencion y
porcentaje de abundancia de cada compuesto. La figura 40(a) muestra que el
diclofenaco tiene un porcentaje de abundancia relativa del 30 % y un tiempo de
retencion de 39.30 min, al comparar el porcentaje de abundancia con la figura 40 (b),
se evidencia que la presencia del farmaco ha disminuido ya que esta abundancia es
del 10 %. En el caso del naproxeno, en la figura 40 (a) se observa un porcentaje de
abundancia de 90 % y un tiempo de retencién de 37.12 min y en la figura 40 (b) su
abundancia es de 30 %, asi mismo podemos observar los diferentes compuestos que
se identificaron los cuales son: 1. Acido naftalenacético, 2. Acido tetradecanoico, 3. D-
galactosa, 2,3,4,5,6-pentakis, 4. Acido palmitico, 5. Naproxeno, 6. Acido
octadecanoico, 7. Diclofenaco, éster metilico, 8. Acido hexadecanoico, 9. Acido
octadecanoico

Diferentes estudios han indicado que identificar los productos de degradacién de los
farmacos es complicado debido a situaciones como la baja concentracion que los hace
indetectables y la falta de estandares para su cuantificacion (Verlicchi y Zambello,
2014). En nuestros resultados se identificd solamente diclofenaco y naproxeno, asi
como &cidos grasos.

La identificacion de acidos grasos puede asociarse como biomarcadores de la biomasa
microbiana, Kato y col. 2005 son biomarcadores de la biomasa microbiana viable y la
estructura de las comunidades microbianas in situ que pueden reflejar la condicién real
de la comunidad microbiana. En un estudio realizado por Yan y col., 2018, evaluaron
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la eficiencia de remocion en humedales construidos plantados con Cyperus alternifoliu
y sin plantar, y la diversidad microbiana, asi como la identificacion de acidos graso,
debido a que se ha demostrado que son un buen indicador de microorganismos Vvivos.

Dentro de los resultados indicaron que la presencia de plantas fue beneficiosa para
aumentar los 4cidos grasos a diferencia de las no plantas, lo cual indicaba una mayor

diversidad microbiana.
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Figura 40 Cromatogramas a) Muestra del punto A, b) Muestra del punto C

4.10 Prediccion de las interacciones quimicas entre diclofenaco, naproxeno y
celulosa como componente mayor de las plantas mediante modelamiento
quimico computacional

De acuerdo con el procedimiento que se indic6 en Metodologia, se disefiaron
moléculas de diclofenaco, naproxeno y celulosa utilizando el software Gaussview3. La
celulosa se model6 mediante tres unidades de -glucosa en una primera simulacion.
En una segunda simulacién se utilizd una estructura cristalina propuesta por Gomes,
(2012). Todas las moléculas se optimizaron a un nivel teérico semi-empirico con el
método PM6 con base a las capacidades de computo a las que la Facultad de Ciencias
Quimicas puede acceder.

Ademas, se optimizaron los aniones correspondientes a diclofenaco y a naproxeno.
Este ultimo tiene un grupo de acido carboxilico que se desprotona a un pH
ambientalmente relevante (5-8), de esta forma el naproxeno se presenta en el
ambiente principalmente en forma anionica lo cual también explicaria la forma en que
interacciona quimicamente con otras sustancias en ambientes acuaticos y edaficos
(Liu et al.2019). Por su parte, el diclofenaco se puede encontrar en el ambiente en su
forma anidnica o como derivados hidroxilados (Lonappan et al. 2016) debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas; por ello en este trabajo también se modelé a la
sustancia en sus formas anionicas.
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La raiz de las plantas esta constituida principalmente de compuestos celulosicos
(holocelulosa y a-celulosa) lignina y extractos (Fernandez-Villareal et al., 2022). En un
esfuerzo por entender cdmo seria la interaccidon quimica entre los farmacos y la raiz,
se trabajo con la celulosa optimizada para comprender sus posibles interacciones con
diclofenaco y naproxeno. La pared celular de la planta esta compuesta casi en su
totalidad por polimeros que no contienen nitrégeno, incluidas la celulosa y la lignina
como se indica previamente. En las paredes celulares de las plantas superiores, las
fibras de traccién estdn hechas de polisacarido celulosa, la macromolécula orgénica
mas abundante en la tierra, unida fuertemente en una red por reticulacion de glicanos
(Alberts et al. 2002). Se analizaron las interacciones de diclofenaco con naproxeno,
diclofenaco con celulosa, naproxeno con celulosa y/o diclofenaco, naproxeno y
celulosa utilizando las energias obtenidas.

4.10.1 Optimizacion de las formas molecular y aniénicas para diclofenaco y
naproxeno

La optimizacion de la geometria de las moléculas es el paso fundamental para modelar
una estructura quimica, su objetivo es ubicar un minimo de energia en la superficie de
energia potencial de la estructura quimica y asi lograr la conformaciéon mas estable en
el estado fundamental. El calculo de optimizacién de la geometria de las estructuras
se realiz6 con el programa de quimica computacional Gaussian 09 y su interfaz gréafica
Gauss View 5.0.

La figura 39 muestra las estructuras optimizadas de diclofenaco, naproxeno (neutro y
anionico) y celulosa, asi como la tabla 14 muestra las energias obtenidas para cada
molécula optimizada.
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Figura 41. Geometrias optimizadas a) molécula neutra de diclofenaco, b) anién de
diclofenaco, c) molécula neutra de naproxeno, d) anion de naproxeno, y, €) celulosa.

Tabla 12. Energias de optimizacion de diclofenaco, naproxeno y celulosa.

Molécula Energia (Kcal/mol)
Diclofenaco -59.963
Anién Diclofenaco -99.568
Naproxeno -101.471
Anidn Naproxeno -136.812

4.10.2 Interacciones entre las moléculas neutras de diclofenaco y naproxeno

Posterior a la optimizacion de las moléculas se procedi6 a las pruebas de interaccidon
entra las moléculas optimizadas, se inicié creando archivos nuevos en GaussView, en
los cuales se colocaba la molécula de diclofenaco y naproxeno neutros lo mas
cercanas posibles, y se optimizaban para conocer la energia de interacciébn que
pudiese existir entre ellas. La figura 40 muestra las interacciones posibles entre ellas,
y la tabla 15 se indican las energias de interaccion.
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Figura 42. Interacciones de diclofenaco y naproxeno con carga neutra, a) ler.
Interaccion de diclofenaco y naproxeno con cargas neutrales, b) 2do. Interaccion de

diclofenaco y naproxeno cargas neutras, c) 3er. Interaccion de diclofenaco con
naproxeno cargas neutras.
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4.10.3 Interacciones entre las formas anionicas de diclofenaco y naproxeno

Posterior a encontrar las interacciones de diclofenaco y naproxeno cuando tienen
cargas neutras, se realizo la misma metodologia comentada anteriormente, pero con
las moléculas anionicas. En la figura 43 se observan las 3 posibles interacciones de
diclofenaco y naproxeno anionicos.
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Figura 43. Interacciones entre diclofenaco y naproxeno con carga aniénica a) primera
interaccién, b) segunda interaccion, c) Tercera interaccion.

Las interacciones entre el diclofenaco neutro y el naproxeno (a) y en las formas
aniénicas (b) se muestran en la figura 43. En ambos casos, el naproxeno se une al
diclofenaco; ademas, se observan puentes de hidrégeno entre los grupos carboxilicos
del diclofenaco neutro y el naproxeno (a). Las energias de interaccion, tabla 15 indican
que la interaccion entre productos farmacéuticos neutros es mas fuerte que la
interaccion entre productos farmacéuticos aniénicos.

Este resultado sugiere que cuando se mezclan naproxeno y diclofenaco en el humedal,
forman una molécula mas compleja que dificultaria los procesos de
adsorcion/absorcién que realizan las plantas. Esto podria explicar las menores
eficiencias de remocién en el humedal artificial con T. latifolia expuesto a una mezcla
de diclofenaco y naproxeno en comparacion con las determinadas previamente
usando soluciones individuales de diclofenaco o naproxeno (Zapata y col. 2020).

4.10.4 Interacciones entre diclofenaco tanto en su forma molecular como
aniénica con celulosa

Para conocer si dentro del sistema de humedales diclofenaco interacciona
guimicamente con algun compuesto de las plantas, se selecciona la celulosa ya que
es uno de los componentes principales de las raices de plantas, para las interacciones
se crearon archivos de trabajo en los cuales se tenia como molécula principal la
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celulosa y posteriormente se dibujaba diclofenaco neutro o con carga anionica,
seguido de esto se optimizaban las moléculas juntas para conocer su energia de
interaccion la cual fuese mas estable, en a figura 44 se observan las interacciones
entre diclofenaco y celulosa.
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Figura 44. Interacciones posibles entre celulosa con a) diclofenaco molecular
neutro, b) diclofenaco molecular anidénico, c) tercera interaccién diclofenaco neutro,
d) Cuarta interaccién diclofenaco neutro y celulosa, e) lera. Interaccion diclofenaco

carga anionica y celulosa, f) 2da interaccién diclofenaco anion y celulosa, g) 3era

interaccion diclofenaco anion y celulosa, h) 4ta interaccion diclofenaco anién y

celulosa.

En la figura 44 se muestran las interacciones optimizadas de la celulosa con naproxeno
neutro/anioénico o diclofenaco neutro/anionico.

Para todos los sistemas, la interaccion observada entre la celulosa y el diclofenaco o
el naproxeno se produjo mediante puentes de hidrégeno. La distancia interatomica
entre los atomos que forman los puentes de hidrogeno también se muestra en la tabla
15. Para un puente de hidrégeno X----H-B, donde X es el aceptor del puente de
hidrégeno y B es el donante del puente de hidrégeno, el X---- La distancia interatdbmica
H es un indicador de la fuerza del enlace de hidrégeno. Segun Buemi y Zuccarello, las
interacciones de los enlaces de hidrégeno pueden ser débiles (superiores a 2.2 A),
moderadas (1.5-2.2 A) y fuertes (1.2-1.5 A).
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En el sistema neutro diclofenaco-celulosa (figura 44 a) se observan dos enlaces de
hidrogeno de fuerza moderada, H95-063 y 093-H29, el primero se forma entre el
hidrogeno del grupo COOH del diclofenaco y el oxigeno de la celulosa con una
distancia interatomica de 1.7175 A; el segundo se forma entre el oxigeno del grupo
COONH del diclofenaco y el hidrégeno de la celulosa con una distancia interatémica de
2.1875 A.

Para la molécula neutra de naproxeno-celulosa (figura 44 c), el hidrégeno del grupo
COONH del naproxeno interactia con el oxigeno de la celulosa formando un puente de
hidrégeno de fuerza moderada, con una distancia interatomica H92-O5 de 1.73489 A.
En el sistema anionico diclofenaco-celulosa (figura 41 b) se observan dos puentes de
hidrogeno de fuerza moderada, 093-H64 y 094-H43, ambos formados por la
interaccidon entre los oxigenos del grupo diclofenaco COO- con la celulosa. Para el
sistema anidnico naproxeno-celulosa (figura 44 d), se forma un fuerte puente de
hidrégeno a partir de la interaccién entre el oxigeno del grupo COO- del naproxeno y
el hidrogeno de la celulosa, con una distancia interatomica H43-090 de 1.3292 A.

La energia de interaccion (AE) para todos los sistemas, que se muestra en la tabla 15,
se calcul6é como (Hobza, 2011):

AE=E_(celulosa-sistema farmaco)-(E_celulosa+E_farmaco)

Donde E celulosa-farmaco es la energia de la interaccion optimizada entre celulosa y
farmaco, y E celulosa + E farmaco es la energia del fragmento de celulosa optimizado
mas la energia de la molécula de farmaco optimizada, el farmaco se refiere a
diclofenaco o naproxeno. Los valores de AE sugieren que la interaccion entre farmacos
anionicos y celulosa es mas fuerte que la interaccion entre farmacos neutros y
celulosa; ademas, notamos que no hay diferencia significativa entre la energia de
interaccién de los sistemas aniénicos diclofenaco-celulosa y aniénico naproxeno-
celulosa. Entonces podriamos explicar la remocion ligeramente mayor de diclofenaco
(82%) vs naproxeno (74.5%) porque el diclofenaco forma mas puentes de hidrégeno
gue el naproxeno lo que podria favorecer el proceso de adsorcion sobre la celulosa.
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Tabla 13. Energia de interaccion de diclofenaco, naproxeno y celulosa.

Interacciones diclofenaco y naproxeno neutras

Interacciones

Energia (Kcal/mol)

Puente de hidrogeno y distancia (A)

1 -168.428 (H13, O57) 2.019
2 -170.084 (H48, 028) 2.099
3 -167.729 (H51, 028) 2.167

In

teracciones diclofenaco y naproxeno aniones

Interacciones

Energia (Kcal/mol)

Puente de hidrogeno y distancia (A)

1 -75.779 (H9, 059) 1.981
2 -112.276 (H96, 065) 1.782
3 -0.146.153 (H96, 065) 1.782

Interacciones diclofenaco neutro y celulosa

Interacciones

Energia (Kcal/mol)

Puente de hidrogeno y distancia (A)

1 -777.479 (H96, 065) 1.782
2 -780.063 (H79, 040) 1.9709
3 -786.864 (H96, 015) 1.731
4 -783.894 (H96, 060) 1.841

Diclofenaco anion y celulosa

Interacciones

Energia (Kcal/mol)

Puente de hidrogeno y distancia (A)

1

-850.849

(H66, 095) 1.728
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2 -844.206 (H18, 095) 1.517

3 -870.916 (H61, 094) 1.702

4 -859.866 (H66, 095) 1.724

Naproxeno neutro y celulosa

Interacciones | Energia (Kcal/mol) | Puente de hidrogeno y distancia (A)

1 -815.1524 (H92, 063) 1.809

Naproxeno anién y celulosa

Interacciones | Energia (Kcal/mol) | Puente de hidrogeno y distancia (A)

1 -827.188 (H64, 091) 1.947

4.10.5 Propuestas de mecanismos de remocion de diclofenaco y naproxeno

El uso de humedales artificiales para la remocién de contaminantes organicos ha sido
profundamente estudiado y enfocandose en el desempefio eficiente de estos, en
términos de eliminacion de medicamentos, la mayoria de los autores examinan
diferencias de concentracion entre las determinadas en los afluentes y contrastando
con la de los efluentes; de esta manera, muchos estudios calculan las eficiencias de
remocion (Yin et al. 2017). Sin embargo, existe un interés creciente en una mejor
comprension de los mecanismos de degradacion que se producen en los humedales
por los contaminantes organicos.

Uno de los puntos criticos por los que queremos entender los mecanismos de
eliminacién de drogas en los humedales es saber como se forman los productos de
degradacion. Para el diclofenaco y el naproxeno, se ha indicado la formacién de acido
férmico 8-clorocarbazol y analogo de cetona, respectivamente (Domaradzka et al.
2015).

Segun el estudio computacional, la superficie de energia potencial (PES) del
diclofenaco anionico, calculada aumentando la distancia interatomica, muestra
la ruptura del enlace C5-CI11 en los primeros pasos Yy la formacion de carbazol
(figura 45a). EI TS obtenido del maximo en el PES sugiere que la formacion de
carbazol se logra a través de un mecanismo concertado donde se rompe el
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enlace C5-CI11 y la ciclacién ocurre en un solo paso que involucra energia de

activacion (
carboxilato

PES se calcul6 aumentando

Ea) de 79.57 kcal / mol. Ademas, se puede ver que un oxigeno del
se protona tomando hidrogeno de la amina. Para el naproxeno, el
la distancia interatomica, mostrando el

acercamiento de C17 y C23, con la liberacion de CO y H: (figura 45b), que
involucra energia de activacién (Ea) de 20.07 kcal / mol.
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Figura 45. Superficie de energia potencial (PES) de mecanismos propuestos a)

Diclofenaco, b) Naproxeno
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Conclusiones

El tratamiento de una solucion contaminada con diclofenaco y naproxeno en un
humedal construido de flujo subsuperficial horizontal no tuvo efectos fitotéxicos
sobre las plantas de Typha latifolia ya que estas no mostraron alteracion en su
desarrollo (tamafio de las plantas, desarrollo de la raiz y contenido de clorofila

total) durante el periodo de experimentacion de 100 dias.

La remocion total de diclofenaco (3 mg/L) y de naproxeno (5 mg/L) fue de 82 %
y 74 % respectivamente, en las condiciones experimentales de este trabajo (pH
6.5 a7.2; TRH 3 d) por lo que el tratamiento fue eficiente ya que la remocion es
superior a lo reportado por otros trabajos desarrollados en condiciones
experimentales similares para el tratamiento de soluciones contaminadas con

mezclas de farmacos.

En la remocién total de los fArmacos, el sustrato de soporte de las plantas
(grava) contribuyé con 20.4 % para diclofenaco y 30.8 % para naproxeno
mientras que las plantas contribuyeron con 67.6 % para diclofenaco y 46.0 %
para naproxeno calculados en el mismo periodo de tratamiento (30 d); el

sustrato posiblemente remueve los farmacos mediante adsorcion.

El modelado computacional de las interacciones quimicas entre el diclofenaco
o el naproxeno con una molécula modelada de celulosa, principal componente
de la raiz de las plantas, a un nivel te6rico semiempirico de PM6 indica que las
interacciones intermoleculares estan mediadas por puentes de hidrégeno y que
la interaccion celulosa — diclofenaco es mas fuerte (1.514) que la interaccién
celulosa — naproxeno (1.809), lo cual puede explicar la mayor eficiencia de

remocion del diclofenaco en comparacion con la del naproxeno.

El modelado quimico computacional permiti6 analizar las interacciones
quimicas entre los farmacos en la solucién (dato del puente) y sugiere la

formacion de especies quimicas complejas que podrian estar relacionadas con
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la menor remocion de diclofenaco y naproxeno cuando estan en mezcla en la
solucion contaminada. El empleo de herramientas quimicas computaciones ha
sido muy poco empleado en el estudio de los procesos de remocion de

contaminantes quimicos orgénicos.

De las raices de Typha latifolia desarrollada en los humedales se aislaron 14
morfotipos diferentes que corresponden mayormente a bacterias del género de
Pseudomonas; Serratia y Rahnella correspondieron solamente a dos

morfotipos.

Los aislados bacterianos producen &cido indol acético (AlA) una fitohormona

promotora de crecimiento vegetal.

Los aislados bacterianos identificados son altamente tolerantes a los farmacos
estudiados (3 - 300 mg/L de diclofenaco; 50 - 500 mg/L de naproxeno).

La adicién de los aislados bacterianos a plantas de Typha latifolia obtenidas en
condiciones de asepsia y posteriormente expuestas a la mezcla de farmacos
demostré que los aislados bacterianos contribuyen a la remocion de los

farmacos.
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Perspectivas de trabajo futuro

Los resultados obtenidos en este proyecto permiten proponer los siguientes aspectos

que merecen atenciéon como trabajo a futuro en lo que se refiere a la remocion de

diclofenaco y de naproxeno mediante humedales construidos de flujo subsuperficial

horizontal:

Estudiar el efecto sobre la remocién de diclofenaco y naproxeno de pardmetros
como la variacion del TRH que podria optimizarse buscando la mayor eficiencia

de remocion.

Determinar los productos de degradacion de diclofenaco y de naproxeno
durante el tratamiento de las soluciones contaminadas en los humedales con el
propésito de conocer las rutas de degradacion y dar una explicacion conceptual
al proceso de remocion, apoyandose en herramientas como la utilizada en este

trabajo: quimica computacional.

Para describir el consorcio bacteriano que se desarrolla en el ambiente de la
rizosfera de plantas en los humedales es necesario utilizar herramientas como
la metagendmica lo cual requiere del estudio de procesos metodologicos
especificos para la obtencién y purificacion del ADN. Esta etapa es critica en
los estudios de metagendmica y tiene dificultades metodologicas especificas
relacionadas con el tamafio de muestra y el rompimiento de las moléculas. El
conocimiento del consorcio bacteriano y de los aislado es necesario para
explicar en mejor medida el papel de los microorganismos en la remocién de

los contaminantes organicos.
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