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Resumen.

Introduccion: El consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) se ha visto
incrementado con el paso de los afios, provocando un desequilibrio ecolégico que
afecta a la salud de diversos organismos, incluyendo al ser humano. La blusqueda de
microorganismos capaces de degradarlos es el primer paso para contrarrestar los
efectos nocivos que pueden llegar a causar. La biorremediacién es la mejor opcion para
afrontar el problema de contaminacion por AINES, asi como para disminuir la incidencia
de efectos toxicos causados por estas moléculas. Metodologia: Se reactivaron cepas
de bacterias halotolerantes y se caracterizaron tanto morfolégicamente (macroscopica
y microscépica) como fisiolégicamente (crecimiento a diferente concentracion de NacCl
y pH). Posteriormente, se procedi6 a realizar una prueba cualitativa utilizando a los
indicadores de éxido-reduccién 2,6-diclorofenolindofenol y cristal violeta como prueba
preliminar de la degradacién de los AINEs diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol. A las
cepas que dieron resultado positivo en la prueba anterior, se les realizé una cinética de
crecimiento con glucosa o el AINE que, potencialmente degradan, como Unica fuente
de carbono. Lo siguiente fue realizar la prueba semicuantitativa, después de incubar las
cepas con el AINE correspondiente durante 720 horas, que consistié en una separacion
en fase sdlida seguida de la identificacion de los AINEs por espectrofotometria UV. Se
les realiz6 identificacién genética a las cepas que disminuyeron la concentracién de
AINEs en el medio. Resultados: Se reactivaron 74 cepas que fueron bacilos Gram
positivos halotolerantes y alcalotolerantes. Después de realizar la prueba cualitativa, 8
cepas dieron un resultado positivo: 4 para diclofenaco, 2 para ibuprofeno y 2 para
paracetamol. La cinética de crecimiento se vio ligeramente disminuida cuando se utilizé
el AINE como Unica fuente de carbono. Se observo un decremento en la concentracion
de diclofenaco con las cepas HA5-1 y TXO7B-1SG6, un decremento en la
concentracion de ibuprofeno con las cepas HS4-2 y TXO2-2SG2; sin embargo, ninguna
de las cepas decremento la concentracibn de ibuprofeno. Las cepas fueron
identificadas como Bacillus paralicheniformis y Bacillus safensis. Conclusiones: Las
cepas halotolerantes reactivadas son potencialmente degradadoras de diclofenaco
(HA5-1 y TXO7B-1SG6) e ibuprofeno (HS4-2 y TX02-2SG2). No existen reportes
previos de potencial degradador de estas cepas.



Introduccién

Los contaminantes emergentes son un problema de salud tanto para animales y plantas
como para el ser humano. Por lo general estan presentes en bajas concentraciones,
por lo que es dificil detectarlos en el ambiente; sin embargo, estos se bioacumulan en
los organismos, llegando a causar toxicidad. Los productos farmacéuticos se han
clasificado como contaminantes emergentes debido a que su consumo se ha visto
incrementado con el paso de los afos; sobre todo de los productos de venta libre, como
son los antiinflamatorios no esteroideos (AINES). La importancia de poner atencién en
este grupo de farmacos en especifico es que son utilizados de manera indiscriminada
y, en México, la ecofarmacovigilancia aun requiere un amplio esfuerzo para que el

marco regulatorio se iguale al de otros paises mas desarrollados.

La biorremediacién es una de las mejores opciones para afrontar el problema de
contaminacion por antiinflamatorios no esteroideos, asi como para disminuir la
incidencia de efectos toxicos causados por estas moléculas. La busqueda de
microorganismos capaces de degradar este tipo de productos farmacéuticos es el
primer paso para contrarrestar o prevenir los efectos nocivos que pueden llegar a
causar en el ambiente y, posteriormente, en la salud del ser humano. Las
actinobacterias son un grupo de microorganismos que han demostrado tener potencial
biotecnolégico gracias a que son capaces de producir metabolitos secundarios y
enzimas extracelulares. En el presente trabajo se realiza la identificacion de bacterias
que pueden ser utilizadas potencialmente en la biorremediacion de espacios

contaminados con AINES.



1. Antecedentes:

1.1Contaminantes emergentes

En las dltimas décadas, las consecuencias del desarrollo de la actividad humana en
multiples actividades (industria, transporte, agricultura, urbanizacion) se han hecho
evidentes alrededor del mundo. Estas actividades han dado origen a la contaminacion
de diferentes ecosistemas con microcontaminantes (1). El término “contaminantes
emergentes” hace referencia a componentes que se encuentran en bajas
concentraciones en el ambiente; muchos de estos compuestos son productos
farmacéuticos o de cuidado personal, que ingresan al ambiente por excrecion en orina
y heces de humanos y animales, asi como por una inadecuada disposicion (2). La figura
1 muestra las vias de contaminacion que siguen estos componentes y los lugares o
zonas que pueden llegar a afectar. Las principales clases de contaminantes
emergentes son: productos farmacéuticos, pesticidas, productos de desinfeccion y

productos quimicos industriales (3).
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Figura 1. Rutas por las que se dispersan los principales contaminantes emergentes



La abundancia de los contaminantes emergentes en aguas residuales, superficiales y
subterraneas, requiere atencion; ya que pueden ser toxicos para los humanos y exhiben
ecotoxicidad a bajas concentraciones (4). Cuando se habla de productos farmacéuticos,
se toma en cuenta que el consumo ha ido en aumento; por lo que ya se han identificado
diferentes compuestos alrededor del mundo. Una gran cantidad de estos
microcontaminantes proviene de hospitales y es el resultado de tratamientos
medicamentosos, técnicas de laboratorio clinico y actividades de investigacion; asi

como de la excrecion de la sustancia activa no metabolizada (5).

La deteccion, identificacidn y cuantificacion de contaminantes emergentes y sus
productos de transformacion en los diversos compartimentos ambientales es esencial

para obtener conocimiento sobre su ocurrencia y destino (3).

La degradacién y remocion efectiva de este tipo de contaminantes es un tema de
preocupacion, principalmente para biotecnélogos y cientificos ambientales, quienes

deben plantear estrategias viables y efectivas para su eliminacion (6).

1.1.1 Contaminantes emergentes en México

Los reportes de contaminantes emergentes encontrados en aguas residuales en
México son escasos, por lo que la investigacion para el tratamiento y eliminacién de los
mismos no es adecuada. Estrada-Arriaga y col; realizaron un estudio en 2016 en los
estados de México y Guanajuato. Se identificaron 51 compuestos clasificados como
contaminantes emergentes en aguas residuales, incluyendo farmacos, productos de
cuidado personal y hormonas naturales y sintéticas. Entre los compuestos que se
encontraron en mayor concentracion se encuentran el naproxeno, ibuprofeno,

paracetamol, cafeina y metformina (7).

Un estudio realizado en 2017 en Sinaloa por Moeder y col; reveld la presencia de
plaguicidas en aguas residuales, en concentraciones que excedieron los niveles de
efectos toxicos temporales; sin embargo, gracias a la planta de tratamiento de la zona,

las concentraciones lograron disminuir después de un mes (8). En el mismo afio,



Polanco y col; encontraron residuos de pesticidas organoclorados en muestras de leche
materna de mujeres Mayas, en Yucatan; lo que refleja el uso indiscriminado de
pesticidas en la agricultura. Estos residuos son un factor predisponente para el cancer

de mama en las madres y problemas en el neurodesarrollo de los nifios (9).

En Cuernavaca, Morelos, se encontraron productos farmacéuticos, en aguas
superficiales y residuales, principalmente analgésicos, antiinflamatorios, beta

bloqueadores y antibidticos (10).

1.2 Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son parte de un grupo heterogéneo de
principios activos con diferentes estructuras quimicas, como se puede apreciar en la
tabla 1, pero efectos terapéuticos y adversos similares (11). Actian como inhibidores
no selectivos de la ciclooxigenasa en sus isoformas, COX-1y COX-2, las cuales tienen
un papel crucial en la sintesis de prostaglandinas (12). Diariamente, cerca de 30
millones de personas alrededor del mundo usan antiinflamatorios no esteroideos como
tratamiento para la inflamacion crénica. Existe variacion en cuanto a la eliminacién, vida

media, rutas de administracion y tolerancia de estos productos farmacéuticos (13).

De acuerdo con la NOM-073-ECOL-1994, en México, los limites méximos permisibles
de sélidos suspendidos totales provenientes de las descargas de aguas residuales son
150 mg/L para la industria farmacéutica y de 250 mg/L para la industria farmoquimica
al dia (14). No se especifica la concentracion de AINEs permitida bajo estas

condiciones.

En 2017, entre los 10 AINEs mas estudiados que fueron detectados en ambientes
naturales se encuentran el ibuprofeno, diclofenaco y naproxeno. Las concentraciones
maximas de estos productos farmacéuticos en aguas residuales fueron 20783 ng/L,
6167 ng/L y 13159 ng/L respectivamente (15).



Los canales de dispersion de los AINEs son variados, como se muestra en la figura 2,
por lo que la exposicion del ser humano a éstos puede ser de manera constante e

inconsciente.
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Figura 2. Dispersion y contaminacion de los AINEs en el ambiente

La preocupacion de encontrar AINEs en el ambiente es el hecho de que estos productos
farmacéuticos estan disefiados para tener actividad biolégica a pequefias dosis, por lo
gue podrian causar efectos no deseados en organismos expuestos (16).
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Tabla 1. Clasificacion de los AINEs con base a su estructura quimica (17)

Clasificacién

Ejemplos

Estructura base

Derivados del acido

salicilico

Acido acetilsalisilico, sulfasalazina

Derivados de para-
aminofenol

Paracetamol

o - OH

Derivados del indol

Indometacina, etodolac, sundilac

Derivados del acido

Diclofenaco, ketorolaco

fenilacético
Derivados del 4cido Ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno 0
propionico \/LLOH
Fenamatos Acido mefenamico, acido i
meclofenanico I_L .
Derivados de la Piroxicam, meloxicam j\
R NH3

carboxamida

Alcanones

Nabumetona

Pirazolidinediones

Fenilbutazona, oxifenilbutazona

Diarilheterociclos

Celecoxib, rofecoxib

1.2.1 Diclofenaco

Es el antiinflamatorio no esteroideo mas consumido alrededor del mundo (18). Entre los

efectos adversos mas relevantes se encuentran los problemas gastrointestinales,
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enfermedades cardiovasculares, dafo renal, inhibicién de la agregacién plaquetaria y

alteraciéon de la funcion hepética (19, 20). La vida media de este farmaco es de 1.1

horas y puede ser administrado via oral, oftdlmica, topica, rectal e intramuscular (21).
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Figura 3. Ruta propuesta para la degradacién de diclofenaco bajo tratamiento foto-Fenton (22)

1.2.2 Ibuprofeno

Es uno de los antiinflamatorios no esteroideos mas utilizados; se caracteriza por ser un

potente inhibidor de la sintesis de prostaglandinas, tiene alta biodisponibilidad y su

metabolizacion se lleva a cabo en el higado (23). Tiene una vida media de 2 horas y la

prescripcion usualmente es de 600 mg hasta por cuatro veces al dia (21). Los efectos

adversos en humanos incluyen reacciones anafilactoides, problemas gastrointestinales,

trombocitopenia, erupciones cutaneas, cefalea y edema (20).
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Figura 4. Ruta propuesta para la degradacion de ibuprofeno bajo tratamiento electro-
Fenton (24)

1.2.4. Paracetamol

Es un analgésico y antipirético con una débil actividad antiinflamatoria; actia como
inhibidor de la ciclooxigenasa (25). El paracetamol se distribuye en todo el organismo,
concentrandose principalmente en el higado, el tracto gastrointestinal y los riflones (26).
Una dosis elevada de paracetamol puede producir severo dafio hepatocelular, asi como
necrosis tubular renal (27).
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Figura 5. Ruta propuesta para la degradacion de paracetamol bajo tratamiento fotocatalitico (28)

1.3Métodos analiticos para la determinacion de AINEs

Dada la necesidad de conocer la presencia y concentracién del principio activo de
diversos productos farmacéuticos, existen diferentes métodos analiticos, reportados en
la literatura, que han resultado eficaces en la determinacion de antiinflamatorios no
esteroideos. Entre ellos se encuentran la espectrofotometria UV (29, 30),
espectrofotometria de fluorescencia (31, 32), cromatografia liquida de alta resolucién
(33), asi como la cromatografia de gases (34).

1.3.1 Espectrofotometria UV/vis

La espectrofotometria se basa en el proceso por el cual la radiacion electromagnética
interactia con moléculas de forma que se producen perfiles de absorcion o emisién
caracteristicos de enlaces o grupos funcionales (35). Una de las variaciones en este
meétodo es la espectrofotometria derivativa, la cual es de gran utilidad para obtener
informacion tanto cualitativa como cuantitativa de los espectros de las muestras; ofrece
mayor sensibilidad y especificidad en el analisis de mezclas (36). Esta es una técnica
facil de usar, ya que puede resultar ser mas rapida que otras; por esto es que se sigue
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utilizando para la determinacion de diferentes moléculas utilizadas en la industria

farmacéutica como la nistatina (37), el ibuprofeno (38, 39) y el naproxeno (29).

1.3.2 Espectrofotometria de fluorescencia

La fluorescencia es un fendmeno en el que las moléculas son sometidas a un proceso
de excitacion del electron en el ultimo nivel de energia del dltimo orbital molecular
ocupado a uno superior; al regresar el electron a su estado basal, emite una longitud
de onda mayor a la de absorcién (40). Entre los AINEs que han sido identificados con
mas frecuencia utilizando el método analitico de fluorescencia emision-excitacion son
el naproxeno (31), ibuprofeno (32), y el diclofenaco (41). Existe una modalidad en este
método analitico, llamado fluorescencia sincrénica; este método se ha utilizado para la

determinacion de moléculas que se encuentran en una mezcla (42).

1.3.3 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es un método de separacién que se basa en las diferencias
de volatilidades de los componentes de la muestra a analizar y en su capacidad de
adsorcion (cromatografia gas- sélido) o su solubilidad (cromatografia gas- liquido) (43).
En este método, la muestra debe ser volatil y termoestable (44); el analito se hace pasar
en estado gaseoso y es arrastrado por el gas portador o el liquido (fase movil) a través
de una columna fija (45). No existe interaccidén entre la fase movil y el analito; por lo
tanto, la migracion del analito es independiente de la naturaleza quimica de la fase mévil
(46).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una técnica
ampliamente utilizada en la determinacion de compuestos organicos de interés, como
lo son los contaminantes emergentes. Esta técnica se ha aplicado para la determinacion
de AINEs (47) como ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno y diclofenaco (48); asi como

la determinacién de metil salicilato en piel y cabello (34).
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1.3.4 Cromatografia liqguida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia liquida se caracteriza por el proceso de separacion que se produce
dentro de una columna empaquetada; existen 5 modos de separaciéon: adsorcion,
particion, intercambio iénico, exclusion de tamafio y la afinidad (49). Las principales
caracteristicas de este método son la alta resolucion, eficacia, presion y velocidad (43).
Esta técnica de separacién se utiliza ampliamente en combinacion con diferentes
meétodos de deteccidon como UV, fluorescencia e infrarrojo (50). Las muestras deben
ser extraidas previamente para que su identificacion sea precisa. Se han realizado
diversos estudios en los que esta técnica ha resultado efectiva para la determinacion
de diversos productos farmacéuticos (51) como AINEs (16) en aguas residuales (52,
53) y fluidos como suero (54, 55) y orina (56); destacando la identificacion del

diclofenaco en estos estudios (57, 58).

1.4. Estudios toxicoldgicos de AINEs

Se han realizado diversos estudios en donde se demuestra la toxicidad de los
antiinflamatorios no esteroideos en diferentes especies animales expuestas a estos. El
mecanismo de accion de estos farmacos puede explicar las alteraciones en los
organismos; las prostaglandinas, que se ven inhibidas, no solo participan en el proceso
inflamatorio, sino también en la neurotransmision y transporte iénico para la regulacion
del sistema circulatorio y permeabilidad vascular (59). Asi mismo, existe una reduccion

de leucotrienos gue se relaciona con la sefializacion de supervivencia celular (60).

El diclofenaco es teratogénico para Xenopus laevis (DLso 9.56 mg/L, Dso para
malformaciones 2.74 mg/L) y Lithobates catesbeianus (DLso 12.10 mg/L, Dso para
malformaciones 2.88 mg/L) (61). Los efectos adversos de este farmaco también fueron
estudiados en Cyprinus carpio (DLso 70.98 mg/L en 96 horas) en donde se comprobd
que induce estrés oxidativo, principalmente en higado y branquias (62). Este efecto

también fue encontrado en Hyalella azteca (DLso 0.467 mg/kg en 72 horas) (63).
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En Cyprinus carpio también se estudio el estrés oxidativo que causa el ibuprofeno en
este organismo (DLso 175.6 mg/L en 96 horas); los principales érganos afectados son

el higado, las branquias y la sangre (64).

El estrés oxidativo que produce el acido acetil salicilico en Daphnia magna (DLso 88.33
mg/L en 48 horas) induce a su vez dafio oxidativo en el ADN; el cual es un indicador de

lesion premutagénica en células de mamiferos (65).

1.5. Ecofarmacovigilancia

Los productos farmacéuticos han traido consigo mdltiples beneficios para la salud,
como la mejora en la calidad de vida. Sin embrago, los residuos de estos encontrados
en el ambiente han sido ligados a efectos negativos en los ecosistemas, asi como en
la salud de humanos y animales (66). La ecofarmacovigilancia puede ser definida como
las actividades enfocadas en la identificacion, evaluacién, entendimiento y prevencion
de efectos adversos u otros problemas relacionados a la presencia de productos
farmacéuticos en el ambiente, que afecta la salud humana y de otras especies animales
(67).

Los AINEs son usados frecuentemente de manera inapropiada debido a que son
productos farmacéuticos de venta libre y suelen automedicarse en sintomas de dolor,
inflamacion y fiebre (68). Desde la perspectiva de la ecofarmacovigilancia, prevenir el
consumo innecesario seria un medio eficaz para disminuir los residuos en el ambiente.
Por lo tanto, la estrategia va enfocada a mejorar la prescripcion e impulsar el consumo
adecuado y responsable de los AINEs en los tratamientos médicos, tanto en humanos

como en uso veterinario (11).

Para que la ecofarmacovigilancia se lleve a cabo de manera efectiva es necesario
desarrollar estandares, crear protocolos, establecer bases de datos y procedimientos
de monitoreo, asi como ampliar la investigacion en esta area. También se requiere el
desarrollo y fortalecimiento de plataformas y redes regionales, nacionales e
internacionales de soporte técnico; ademas de proporcionar apoyo financiero para

garantizar la calidad del programa (16). Existen pocos estudios al respecto en México,
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por lo que el marco regulatorio requiere de un amplio esfuerzo para igualar los avances

que se tienen en otros paises de referencia (69).

1.6. Biorremediacién

La degradacion es la descomposicion de una sustancia quimica en compuestos o
moléculas mas simples. Si este fin se consigue por la accion de agentes biologicos
como plantas, animales y microorganismos, que utilizan estos compuestos en los
procesos metabdlicos requeridos en sus actividades vitales, se denomina
biorremediacién (70). Los tratamientos biolégicos de éareas afectadas por
contaminantes emergentes ofrecen una alternativa menos costosa y amigable con el
ambiente. La mayoria de los microorganismos utilizados en esta practica son capaces
de producir enzimas oxidoreductasas que pueden degradar varios tipos de
contaminantes (71). Los modelos de biodegradacién de contaminantes emergentes son
necesarios para evaluar, entender y predecir los principales factores que influencian en

la biodegradacién de este tipo de compuestos en aguas residuales (72).

1.7. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que son capaces de moverse
independientemente en la naturaleza (73). Los requerimientos minimos para el
crecimiento bacteriano incluyen agua, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno
y sales inorganicas (74). La distribucion de las especies bacterianas depende de la
ubicacion geografica (latitud, longitud, altitud) (75, 76) y, por ende, de las condiciones
ambientales (oxigeno, pH, temperatura, salinidad) (77), de la estacion del afio (78) y de
la cantidad de nutrientes como nitrégeno, carbono y fésforo que alteran los factores

biogeoquimicos (79).

Se han detectado diversas caracteristicas de las bacterias a las que se les ha dado uso
en diferentes campos de la ciencia. Sirven como bioindicadores del equilibrio o la
ausencia de factores perturbadores de un ecosistema (80); se ha caracterizado su

efecto al limpiar agua gracias a su capacidad degradadora de sulfametoxazol (81) y su
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capacidad de degradacion de compuestos pesticidas (metil haluros) ha sido
comprobada (82). Por otro lado, las bacterias han demostrado ser efectivas en la
biorremediacion de aceite de baja viscosidad (83), hidrocarburos monoaromaticos (84)

y policiclicos aromaticos (85).

También se han estudiado sus efectos en simbiosis con otros organismos. Se han
estudiado bacterias enddfitas que ayudan al crecimiento de las plantas y, a su vez,
ayudan en la remediacién de hidrocarburos (86-88), mercurio (89), arsénico (90) y
niquel (91, 92).

Ademas se han identificado genes de importancia biotecnolégica (93), como pahE, el
cual funciona como biomarcador para distinguir bacterias degradadoras de

hidrocarburos policiclicos aromaticos (94).

1.7.1 Identificacion genética de bacterias

En el reino procariota, los ribosomas estan compuestos por 2 subunidades: la 50S, que
contiene la region 23S rRNA, la 5S rRNA y 30 proteinas mas; y la subunidad 30S, que
contiene al 16S rRNA y otras 20 proteinas mas (95). Para identificar bacterias, se

requiere amplificar el gen 16S rRNA

1.7.1.1. Amplificacién de inserto 23S rRNA

Un inserto de 100 pares de bases del gen 23S rRNA fue caracterizado como marcador
filogenético para bacterias Gram positivo con alto contenido de G+C (96). Este
marcador se ha utilizado como criterio de purificacion para las actinobacterias (97); asi
como para la identificacion del género Mycobacterium (98). Las mutaciones en el gen
23S, por otro lado, pueden ser la causa de diferentes caracteristicas de las bacterias,

como la resistencia a farmacos (99).
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1.7.1.2. Amplificacion de gen 16S rRNA

La amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA es utilizado para determinar la
composicién e identificacion de las comunidades bacteriana y arquea (100). El gen 16S
rRNA esta formado por 9 regiones variables, alternadas con regiones conservadas
(101). La amplificacion de este gen permite entender de mejor manera la filogenia de
las procariotas; la comparacion de la secuencia obtenida se compara con bases de
datos como BLAST y EzBiocloud (102).

1.8. Estudios antecedentes

Langenhoff y col; probaron la biodegradacion aerébica de ibuprofeno y diclofenaco
provenientes de agua residuales. Después de 4 dias, el consorcio bacteriano logré
degradar 250 mg/mL de ibuprofeno y no se identificaron moléculas intermediarias. Por
otro lado, se detectaron 8 moléculas intermediarias en el metabolismo del diclofenaco;

lo que indica una degradacion total del ibuprofeno y parcial del diclofenaco (103).

Stenotrophomonas maltophilia demostré su capacidad de degradacion de naproxeno
en un estudio realizado por Wojcieszynska y col; en 2014. La cepa se expuso a 6 mg/L
del producto farmacéutico como Unica fuente de carbono y se obtuvo un 28% de
degradacion. Asi mismo, bajo condiciones cometabdlicas, usando glucosa como fuente

externa de carbono, la degradacién aument6 a 78% (104).

Se identificoO una cepa bacteriana del género Variovorax por Murdoch y Hay en 2015.
Los resultados de esta investigacion muestran que la bacteria es capaz de utilizar
ibuprofeno como Unica fuente de carbono; después de siete dias de incubacién con el
principio activo, Variovorax Ibu-1 fue capaz de degradar el 50% de una concentracion
inicial de 500 mg/L de ibuprofeno (105).

En 2017, Aissaoui y col; describieron la transformacion metabolica y co-metabdlica del
diclofenaco, por accion de Enterobacter hormaechei. El porcentaje de degradacion de
diclofenaco como unica fuente de carbono fue de 52.8%; mientras que, usando glucosa

como fuente externa de carbono, se alcanz6 una degradacion del 82% (106).
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Bacillus thuringiensis es capaz de degradar hasta 6 ppm de naproxeno en
cometabolismo, esto de acuerdo con la investigacion publicada por Gorny y col. en 2018
(107). En el mismo afio, Ivshina y col. sugirieron una ruta de degradacion de diclofenaco

por Rhodococcus ruber, el cual fue capaz de degradar 50 ug/L del AINE en 6 dias (108).

Moreira y col., sometieron a la cepa bacteriana Labrys portucalensis a pruebas de
degradacion del diclofenaco, utilizando una fuente alterna de carbono. La degradacion
fue exitosa en un rango de concentracion de 1.7 — 34 uM. Asi mismo, realizaron la
identificacion de las moléculas obtenidas en diferentes etapas, logrando asi proponer

un mecanismo de degradacion (109).

El cometabolismo también resultd efectivo para Nguyen y col., quienes, en 2019,
consiguieron la degradacion de diclofenaco utilizando lodos activados. Consiguieron
remover el 45% de una concentracién de 50 ppm de diclofenaco, 22% de 500 ppm y
12% de 5000 ppm; todo en un periodo de tiempo de 13 a 70 dias (110).
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2. Planteamiento del Problema:

Debido al crecimiento de la poblacion mundial, la prevalencia de enfermedades y el
mejoramiento en el cuidado de la salud, la produccion y consumo de productos
farmacéuticos ha tenido un incremento significativo (16). Los antiinflamatorios no
esteroideos son los productos farmaceéuticos que se presentan con mayor frecuencia
en matrices ambientales, como drenaje, sedimento, superficie del agua y acuiferos (11).
Debido al uso indiscriminado de estos, asi como su inadecuada disposicion, se ha
hecho necesaria la ecofarmacovigilancia para la deteccion, evaluacion, comprension y
prevencion de problemas relacionados con la presencia de estos productos
farmacéuticos en el ambiente, que afectan el ecosistema y la salud del ser humano
(69).

Los métodos de tratamiento mas utilizados en las areas contaminadas por productos
farmacéuticos suelen ser costosos y su efectividad es variable, ya que la remocién no
siempre es completa (111), teniendo que recurrir al uso de varias técnicas para obtener
mejores resultados. Por los motivos anteriores, la biorremediacién es una alternativa
potencialmente viable para hacer frente a este problema. Las bacterias tienen un alto
potencial biotecnologico debido a su capacidad para producir enzimas extracelulares
(112). Por lo tanto, son una opcidon para la biorremediacion de ecosistemas

contaminados con este tipo de contaminantes emergentes.

Pregunta investigacion:

¢Las bacterias son capaces de degradar a los antiinflamatorios no esteroideos

diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol?



22

3. Justificacién:

El término contaminantes emergentes se refiere principalmente a aquellos para los
cuales actualmente no se cuenta con regulaciones que monitoreen o denuncien
publicamente su presencia en el suministro de agua o en las descargas de aguas
residuales (2). Muchos farmacos son liberados continuamente al ambiente por medio
de diferentes fuentes y siguen diversas vias de contaminacion: desechos y
subproductos industriales, excreciones humanas y animales, basura doméstica, entre
otros (113). Cuando los productos farmacéuticos o, inclusive, algunos de sus
metabolitos llegan al ambiente se filtran a varios efluentes acuiferos, alcanzando las

fuentes de agua potable (12).

Los patrones de uso de los farmacos definen el riesgo ecoldgico que representan;
también se considera importante su volumen de consumo. La cantidad de un producto
farmacéutico que entre en el ambiente depende no sélo del volumen total utilizado por
la poblacion, también deben contemplarse factores como la relacion entre el consumo

y las ventas totales, la farmacocinética y los flujos totales en aguas residuales (69).

En México, los antiinflamatorios no esteroideos son utilizados de manera indiscriminada
debido a su venta libre. Por otro lado, los criterios para una ecofarmacovigilancia
efectiva alin no se encuentran oficialmente establecidos. La presencia de estos
productos farmacéuticos en el ambiente ha traido desequilibrio, principalmente, en la
fauna acuatica, debido a que la bioacumulacion de los principios activos ha provocado

ecotoxicidad en las diferentes especies (114).
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4. Hipotesis

Hipotesis alterna: Las bacterias aisladas son capaces de degradar al menos uno de
los antiinflamatorios no esteroideos a los que se van a exponer (diclofenaco, ibuprofeno

y paracetamol).

Hipotesis nula: Las bacterias aisladas no son capaces de degradar los
antiinflamatorios no esteroideos a los que se van a exponer (diclofenaco, ibuprofeno y

paracetamol).
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5. Objetivos:

5.1. Objetivo General:

Determinar la capacidad de bacterias para la degradacion de los antiinflamatorios no
esteroideos diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol.

5.2. Objetivos especificos:

Reactivar cepas de bacterias de una coleccion previamente aislada.

Evaluar la capacidad de degradaciéon de antiinflamatorios no esteroideos (diclofenaco,
ibuprofeno y paracetamol) por accidén de bacterias.

Realizar la identificacibn genética de las bacterias con capacidad para degradar
antiinflamatorios no esteroideos.
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6. Disefio metodoldgico

6.1Disefo de Estudio

Tipo de estudio: Experimental, cuantitativo

6.2Universo y Muestra

Universo: Microorganismos aislados de diferentes ecosistemas de México

Poblaciéon: Bacterias halotolerantes

Método de muestreo: Por conveniencia

Muestra: Bacterias halotolerantes degradadoras de antiinflamatorios no esteroideos

6.3 Criterios de inclusidn, exclusion y eliminacion

Criterios inclusion

e Bacterias que degraden antiinflamatorios no esteroideos

Criterios exclusion

e Microorganismos que no sean bacterias.

Criterios eliminacion

e Bacterias que no degraden antiinflamatorios no esteroideos

6.4Variables

Independiente: Bacterias
Dependiente: Degradacion de AINEs



Variable

Bacterias

Degradacién de AINEs.

Tabla 2. Operacionalizacién de las variables

Definicion conceptual

Microorganismos
unicelulares capaces de
moverse
independientemente en
la naturaleza.

Descomposicién o
reduccion de la molécula
base del farmaco.

Definicion
operacional

Identificacion genética
atravées de la
secuenciacion del gen
16S rRNA

Medicién de
reacciones redox a
través de indicadores
colorimétricos
Medicién de la
concentracion por
espectrofotometria UV

Tipo de variable

Independiente

Dependiente

Cuantitativa

Dependiente
Cuantitativa

Escala de
medicién

Nominal

Absorbancia

Concentracion

26

Anélisis
estadistico.

N/A

t- student

t- student

ANOVA
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6.5Procedimientos

6.5.1 Reactivacion de cepas.

Para la reactivacion de las cepas se prepararon 4 medios de cultivo de diferente
composicion:

e Medio para haléfilos moderados (MH) (115): contiene 10 g/L de extracto de
levadura, 5 g/L de proteosa peptona, 1 g/L de dextrosa y 18 g/L de agar.
Complementado con solucion de NaCl al 5%, cantidad suficiente para un litro.

e Medio Sauton-UAM (116): contiene 4 g/L de asparagina, 2 g/L de &cido citrico,
0.5 g/L de K2HPO4, 0.5 g/L de MgSO4, 0.05 g/L de citrato férrico amoniacal,
0.1 g/L de ZnS0O4, 0.5 g/L de CaClz, 0.1 g/L de CuSOg4, 10 g/L de hojuelas de
papa, 60 g/L de glicerol, 5 g/L de carbdn activado, 0.1 g/L de cicloheximida,
0.05 g/L de estreptomicina, 0.05 g/L de eritromicina, 0.05 g/L de kanamicina
y 18 g/L de agar. Complementado con solucién de NaCl al 5%, cantidad
suficiente para un litro.

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

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

Se realizo la esterilizacion de los medios de cultivo en autoclave a 121°C durante 15
minutos; consecutivamente, se vertieron en cajas Petri estériles una vez que
alcanzaron una temperatura de 45° C. Se utilizaron las cepas de bacterias de la
coleccion perteneciente al Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma del Estado de México. Las cepas

fueron resembradas en los medios de cultivo, tanto sélidos como liquidos.

6.5.2 Caracterizacion morfolégica de cepas puras.

Morfologia macroscoépica.

Las caracteristicas que se tomaron en cuenta para realizar la descripcion de la

morfologia macroscopica fueron: color, tamafio, textura, forma, apariencia,
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prominencia de la colonia, existencia de micelio vegetativo o aéreo y matiz irradiado

en el medio de cultivo.

Morfologia microscépica.

Tras la realizacion de un frotis de las cepas puras, se procedi6 a realizar una tincion
de Gram. Una vez tefidos, se observaron en un microscopio optico de la marca y
modelo OLYMPUS U-5RE-2.

6.5.3 Caracterizacion fisiologica.

Determinacion de la concentracion de Cloruro de Sodio (NaCl) para el crecimiento

Optimo de las cepas aisladas.

Para obtener la concentracion de Cloruro de Sodio (NaCl) 6ptima, asi como el rango
para el desarrollo de las cepas se utilizaron distintas concentraciones de NacCl (0,
0.5, 3, 5, 10, 15, 20, 25y 30%) a pH de 7; cada cepa se sembroé por estria cruzada
en los medios preparados y se incubaron a 37°C. La observacion del crecimiento se
realiz6 diariamente durante 10 dias y se interpret6 como (-) cuando fue nulo, (+)
cuando fue muy escaso, (++) cuando fue escaso, (+++) cuando fue moderado y

(++++) cuando fue éptimo.

Determinacion del valor de potencial de Hidrégeno (pH) para el crecimiento 6ptimo

de las cepas aisladas.

Para determinar tanto el rango como el pH Optimo para el desarrollo de las cepas se
utilizaron diferentes valores de pH, adaptando la concentracion de NaCl de acuerdo
con el desarrollo 6ptimo; dichos valores de pH fueron 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11y 12. Cada
cepa se inoculé por estria cruzada y se incubaron a 37°C. La observacién del
desarrollo se realizé diariamente durante 10 dias y se interpreté como (-) cuando fue
nulo, (+) cuando fue muy escaso, (++) cuando fue escaso, (+++) cuando fue

moderado y (++++) cuando fue 6ptimo.
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6.5.4. Comprobacién de la pureza de las cepas

Obtencion de biomasa.

La biomasa fue obtenida a partir de las cepas bacterianas aisladas que se inocularon

en el medio liquido MH, y se utilizé la metodologia siguiente:

1. Enun matraz de 125 mL con 30 mL de medio de cultivo liquido estéril MH,
se inoculan las cepas aisladas.

2. Una vez que se observe un crecimiento suficiente, se transfiere todo el
contenido del matraz a tubos Falcon de 15 mL previamente esterilizados
y se centrifugan durante 15 minutos a 3000 rpm, se decanta el
sobrenadante y el material sedimentado que queda al fondo del tubo se
transfiere a tubos eppendorf de 1.5 mL, los cuales, a su vez, se centrifugan
a 14000 rpm por 5 minutos; nuevamente se descarta el liquido
sobrenadante y se procede a iniciar el protocolo de extraccion de ADN con

el sedimento bacteriano.

Extraccion de ADN

Se realiz6 de acuerdo con la metodologia el kit Promega Wizard® Genomic:

1. El sedimento bacteriano es resuspendido con 480 uL de EDTA 0.5 M.

2. 120 pL de lisozima son agregados al tubo y, con una pipeta, se homogeniza
cuidadosamente.

3. Después de incubar la mezcla a 37°C por 60 minutos, se centrifuga a 14000
rpm durante 2 minutos y se procede a retirar el liguido sobrenadante.

4. Posteriormente, 600 pL de solucién de lisis nuclear, del kit de ADN “Promega
Wizard® Genomic” para purificacion, se agregan y se mezclan
cuidadosamente.

5. La mezcla es incubada a 80°C durante 5 minutos, posteriormente, se deja
enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente.

6. 3 uL del reactivo de RNAsa del kit de ADN “Promega Wizard® Genomic” para
purificacion, son agregados al tubo y se mezcla por inversion de 2 a 3 veces.

7. Eltubo es incubado a 37°C por 60 minutos y se deja enfriar hasta alcanzar la

temperatura ambiente.
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8. 200 pL del reactivo de solucién de precipitacion de proteinas, del kit de ADN
“‘Promega Wizard® Genomic” para purificacion, se agregaron al lisado
previamente tratado con RNAsa, se procede a agitar enérgicamente en un
vortex durante 20 segundos para homogenizar completamente.

9. La mezcla se incuba durante 5 minutos en hielo.

10.Se procede a centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos y el sobrenadante se
traslada a un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL que tenga un volumen de 600
ML de isopropanol.

11.El tubo se homogeniza, por inversion, suavemente hasta que la creacion de
hebras de ADN se hace visible.

12.Se centrifuga durante 2 minutos a 14000 rpm.

13.Cuidadosamente, se descarta el liquido sobrenadante y el tubo se sacude
suavemente sobre un papel absorbente. Después de adicionar 600 uL de
etanol al 70% y se invierte el tubo de 2 a 3 veces con el pellet de ADN.

14.Se centrifuga durante 2 minutos a 14000 rpm, se decanta el etanol
cuidadosamente y se deja secar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

15.Como ultimo paso, 100 yL del reactivo de solucion de rehidratacién, del kit de
ADN “Promega Wizard® Genomic” para purificacion, se agregan y se incuban
a 4°C por 12 horas en refrigeracion.

16.Debe permanecer almacenado en congelacién hasta que se vaya a usar.

La visualizacion del ADN se realizo a través de una electroforesis en gel de agarosa
a concentracion del 1% con los productos de extraccion para observar la

manifestacion y la calidad del ADN; la metodologia que se utilizé fue la siguiente:

1. Se agregan 0.25 g de agarosa y 25 mL de solucion TAE 1X en un matraz de
200 mL.

2. La mezcla se mueve suavemente y se calienta por 40 segundos en un horno
de microondas, y durante 20 segundos mas en otras 2 ocasiones.

3. Previamente, la cAmara para electroforesis se armay la agarosa se vierte en
el molde. La agarosa se deja reposar hasta su solidificacion durante 15
minutos y se retira el peine.

4. Se agrega solucion TAE 1X sobre el gel hasta cubrirlo.

5. 7 uL de muestra se mezclan con buffer de carga y se colocan en los pozos
del gel. Asi mismo, se deposita un volumen de 7 YL de marcador de peso

molecular.
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6. Se cierra la camara de electroforesis y se programa por un tiempo de 45
minutos a 120 Volts y 300 microAmperes.

7. Después de este tiempo, el gel se retira y utiliza una solucién de bromuro de
etidio para revelar.

8. Laimagen se captura en un fotodocumentador.

Amplificacién del marcador filogenético

Se amplificé el marcador filogenético, a las cepas aisladas, que contiene 350 pares
de bases (pb) y se localiza en el gen rRNA 23S, por medio de la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR), se utilizaron las siguientes secuencias como iniciadores:

23R insF: 5-(AC)AGCGTAG(AGCT)CGA(AT)GG-3’
23S insR: 5-GTG(AT)CGGTTT(AGCT)(GCT)GGTA-3’

Se utilizd6 la Tag AND polimerasa comercial para ejecutar la reaccion. Las
condiciones establecidas para el ciclo térmico fueron: un ciclo de
predesnaturalizacion a 94°C (durante 5 minutos), desnaturalizacion a 94°C (por 30
segundos), acoplamiento a 50°C (por 20 segundos), elongacion a 72°C (durante 90
segundos), se repiten 29 ciclos y un ciclo post-elongacion a 72°C (durante 7
minutos). Se observaron los fragmentos amplificados por medio de una
electroforesis utilizando un gel de agarosa al 2% y realizando un revelado en

bromuro de etidio por 7 segundos.

6.5.5. Prueba cualitativa de biodegradacion

Preparacion de las muestras

Las bacterias halotolerantes reactivadas fueron inoculadas en medio MH liquido
ajustado al pH y complementado con la concentracion de NaCl de 6ptimo
crecimiento de cada cepa. Se incubaron a 37°C durante 2 dias. Por otro lado, se
prepararon soluciones de AINEs (diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol), 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP) y cristal violeta (CV) a una concentracion de 1000
ppm. Posteriormente, un in6culo de 200 uL del cultivo de bacterias, lo cual equivalia
a 6x107 células (tubo 3 de la escala McFarland), se transfirié a un tubo con tapa de
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rosca que contenia 25uL de la solucion de AINEs y 100 pL de la solucién de DCPIP
0 25 UL de la solucion de CV y se afiadio Medio Minimo de Sales (MSM) (117)
((NH4)2S0O4, 1000mg/L; Na2HPOa4, 800mg/L; K2HPO4, 200mg/L; MgSO4 -7H20,
200mg/L; CaCl2:2H20, 100mg/L; FeCls-H20, 5mg/L; (NH4)6sM07024-H20, 1mg/L)
suplementado con NaCl y ajustado al pH Optimo para el crecimiento de cada cepa
para un volumen final de 5 mL.

Para determinar la sensibilidad de los indicadores de 6xido reduccion evaluados, se

construy6 una curva de calibracién para cada uno.

Preparacion de controles

Control 1. Contenia 100 uyL de la solucién de DCPIP o 25 uL de CV; se llevo a
volumen de 5 mL con MSM.

Control 2. Se preparo con 25 uL de la solucion de AINEs y 100 uL de la solucion de
DCPIP o0 25 uL de CV; se llevé a volumen de 5 mL con MSM.

Control 3. Contenia 200 pL del cultivo bacteriano (6x107 células) y 100 uL de la
solucion de DCPIP o 25 uL de CV; se llevd a volumen de 5 mL con MSM

suplementado con NaCl y ajustado al pH 6ptimo de cada cepa.

Interpretacion.

La presencia de los indicadores torno a cultivos y controles de color azul, en el caso
de DCPIP, y violeta con el CV. Cada muestra de cultivo y sus controles se prepararon
por triplicado y se sometieron a incubaciéon a 37°C durante 5 dias (120 h). Muestras
y controles fueron primeramente centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos Los
sobrenadantes de todas las muestras y controles fueron medidos alas 0 hy 120 h
en un espectrofotbmetro marca Biotech® modelo EPOCH a la longitud de onda
correspondiente, de acuerdo con el indicador utilizado (600 nm para DCPIP (118) y
590 nm para CV (119)). La disminucion en la intensidad del color indica
preliminarmente posible resultado positivo a la prueba cualitativa de biodegradacion.
Se utilizaron 3 criterios para la seleccién de las cepas: para el primer criterio se
compararon las relaciones de absorbancias de las muestras y el control-1 (solucién
del indicador) a las 0 y 120 horas de incubacion; se hizo lo mismo en el segundo

criterio, salvo que esta vez se utilizd el control-2 (solucion del indicador con
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diclofenaco, ibuprofeno o paracetamol). Las cepas que mostraron diferencias entre
las muestras y los controles 1y 2 a las 120 h se sometieron al tercer criterio, en el
cual se compararon las relaciones de absorbancia entre las muestras y el control-3
(solucion del indicador con la cepa bacteriana) a las 0 y 120 horas de incubacion.
Los experimentos fueron realizados por triplicado. Las cepas potencialmente
degradadoras son aquellas que “pasaron” los 3 criterios evaluados. Se considera
gue una muestra es diferente a un control cuando la p obtenida en la prueba de

comparaciéon de medias de t-student es menor a 0.05.

6.5.6 Cinética de crecimiento en Medio Minimo de Sales.

Para la determinacién de la curva de crecimiento de las bacterias que demostraron
tener la capacidad de degradar al menos uno de los AINEs a los que se expusieron,
se emplea el Medio Minimo de Sales (MSM).

Se inocul6 cada una de las cepas con capacidad degradadora (6x107 células/mL) en
el medio de cultivo con las caracteristicas fisicoquimicas éptimas para cada cepa
(previamente determinadas). Los matraces se mantuvieron en una incubadora a
37°C. El crecimiento bacteriano fue determinado midiendo su densidad Gptica a 600
nm en un espectrofotometro. Las lecturas de densidad Optica fueron tomadas desde
las O horas hasta alcanzar la fase estacionaria de cada una de las cepas.

Por otro lado, se midi6 la cinética de crecimiento de las bacterias utilizando el
antiinflamatorio que, potencialmente, es capaz de degradar, como Unica fuente de
carbono. Se transfirid un inéculo equivalente a 6x108 células/mL a un matraz que
contenia 100 mL de Medio Minimo de Sales ajustado a pH y complementado con la
concentracion de NaCl éptimo de crecimiento, conteniente de 1 g/L del AINE a
probar (diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol). Los cultivos bacterianos se
incubaron a 37°C.
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6.5.7 Prueba semicuantitativa de biodegradacion

Separacion en fase solida (SPE) de AINEs.

Para determinar la cantidad de AINE (diclofenaco, ibuprofeno o paracetamol)
presente en el cultivo bacteriano de las bacterias potencialmente degradadoras, es
necesario separarlo. Para ello se implemento el método de extraccion en fase solida
(SPE) (120).

SPE Diclofenaco

Para evaluar la efectividad y eficiencia del método se prepararon soluciones de
diclofenaco de concentraciones 50, 100, 200, 500 y 1000 mg/L preparadas MSM
suplementado con NaCl y ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa, para
simular lo mas posible las condiciones de los cultivos bacterianos. A estas soluciones
se les determiné el espectro de absorcién entre 200 y 300 nm. A partir de las
absorbancias medidas a la longitud de onda de maxima absorcion se construy6 una
curva de calibracién utilizando el espectrofotometro EPOCH Biotek®. Las
mediciones se realizaron en una cubeta de cuarzo utilizando como blanco MSM

suplementado con NaCl y ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa.

Un mL de una solucién estandar de 500 ppm de diclofenaco se deposité en una
columna Sep-Pak® C18 Vac 6¢cc previamente acondicionada con 5 mL de metanol
y 5 mL de agua destilada. Una vez depositada la muestra, la columna se lavé con 1
mL de metanol al 5%; seguido de 1 mL de metanol al 20% y 1 mL de metanol al
40%. Posteriormente el diclofenaco se eluyé con 500 yL de metanol seguido de 500
uL de una solucién de metanol: acetonitrilo: &cido acético (35:35:30) (121). Una vez
eluido el diclofenaco, la columna se lavo y reconstituyé con 5 mL de metanol. Al
diclofenaco eluido de la columna de SPE se le determino el espectro de absorcion y
se cuantifico con la curva de calibracion previamente determinada. Este experimento
se hizo por triplicado. A partir de los valores obtenidos se determind la eficiencia y

reproducibilidad del método implementado.

SPE Ibuprofeno

Para evaluar la efectividad y eficiencia del método se prepararon soluciones de
ibuprofeno de concentraciones 5, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L preparadas MSM
suplementado con NaCl y ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa, para
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simular lo mas posible las condiciones de los cultivos bacterianos. A estas soluciones
se les determiné el espectro de absorcion entre 200 y 300 nm. A partir de las
absorbancias medidas a la longitud de onda de maxima absorcién se construy6 una
curva de calibracion utilizando el espectrofotometro EPOCH Biotek®. Las
mediciones se realizaron en una cubeta de cuarzo utilizando como blanco MSM

suplementado con NaCl y ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa.

La técnica implementada fue la siguiente: un mL de una solucion estandar de 500
ppm de ibuprofeno se deposité en una columna Sep-Pak® C18 Vac 6¢cc previamente
acondicionada con 3 mL de acetona, 3 mL de metanol y 3 mL de agua destilada.
Una vez depositada la muestra, la columna se lavo con 2 mL de agua destilada y se
eluyé con 2 mL de metanol; este procedimiento se repitidé 5 veces). Una vez eluido
el ibuprofeno, la columna se reconstituyé con 2 mL de acetonitrilo (122). Al
ibuprofeno eluido de la columna de SPE se le determind el espectro de absorcion y
se cuantifico con la curva de calibracion previamente determinada. Este experimento
se hizo por triplicado. A partir de los valores obtenidos se determind la eficiencia y
reproducibilidad del método utilizado.

SPE Paracetamol

Para evaluar la efectividad y eficiencia del método se prepararon soluciones de
paracetamol de concentraciones 5, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L preparadas en MSM
complementado con 5% de NaCl y ajustado a pH 6ptimo de cada cepa, para simular
lo mas posible las condiciones de los cultivos bacterianos. A estas soluciones se les
determind el espectro de absorcion entre 200 y 300 nm. A partir de las absorbancias
medidas a la longitud de onda de méaxima absorcion se construyé una curva de
calibracion utilizando el espectrofotdmetro EPOCH Biotek®. Las mediciones se
realizaron en una cubeta de cuarzo utilizando como blanco MSM suplementado con
NaCl y ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa.

La técnica implementada fue la siguiente: un mL de una solucion estandar de 500
ppm de paracetamol se depositd en una columna Sep-Pak® C18 Vac 6cc
previamente acondicionada con 2 mL de metanol, 2 mL de agua destiladay 2 mL de
agua destilada a pH 2. Una vez depositada la muestra, la columna se lavé con 1 mL
de agua destilada y se eluyé con 5 mL de metanol seguido de 5 mL de una solucién
de NH4OH al 5% (en agua). Una vez eluido el paracetamol, la columna se
reconstituyé con 2 mL de una solucion de metanol al 10% (en agua) (123). Al
paracetamol eluido de la columna de SPE se le determiné el espectro de absorcion
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y se cuantific6 con la curva de calibracion previamente determinada. Este
experimento se hizo por triplicado. A partir de los valores obtenidos se determind la

eficiencia y reproducibilidad del método utilizado.

Determinacion por espectrofotometria UV

Las cepas bacterianas que mostraron potencial capacidad para degradar AINEs (las
gue decoloraron a los indicadores), fueron inoculadas en medio MH liquido
complementado con NaCl y ajustando al pH de Optimo de cada una. Fueron
incubadas durante 2 dias a 37°C. Posteriormente, se transfirié un inéculo de 6x108
células/mL (3 McFarland) a un matraz que contenia 20 mL de MSM suplementado
con NaCly ajustado al pH de 6ptimo crecimiento de cada cepa. Los 20 mL del medio
contenian ademas una concentracién de 500 [g/mL del AINE a evaluar (diclofenaco,

ibuprofeno o paracetamol).

Por otro lado, se prepararon controles, los cuales consistieron en 20 mL de MSM
con 5% de NaCl y pH 7; el medio contenia una concentraciéon de 500 ug/mL del
AINE. Los cultivos bacterianos y los controles se incubaron a 37°C. Se tomé una
alicuota de 3 mL de los matraces a las 0 y 720 horas, la cual se centrifugé a 3000
rpm por un tiempo de 10 minutos. Un mL de sobrenadante se utilizé para determinar
la concentracion de los AINEs, utilizando los métodos de SPE anteriormente
descritos para cada uno. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados de
absorbancias obtenidos se interpolaron en la curva de calibracion de diclofenaco,
ibuprofeno o paracetamol para determinar la concentracibn en cada muestra

analizada.

6.5.8. Identificacion genética

Obtencién de biomasa.

La biomasa fue obtenida a partir de las cepas bacterianas purificadas que se

inocularon en el medio liquido MH, y se utilizé la metodologia siguiente:
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1. Enun matraz de 125 mL con 30 mL de medio de cultivo liquido estéril MH,
se inoculan las cepas aisladas.

2. Una vez que se observe un crecimiento suficiente, se transfiere todo el
contenido del matraz a tubos Falcon de 15 mL previamente esterilizados
y se centrifugan durante 15 minutos a 3000 rpm, se decanta el liquido
sobrenadante y el material sedimentario que queda al fondo del tubo se
transfiere a tubos eppendorf de 1.5 mL, los cuales, a su vez, se centrifugan
a 14000 rpm por 5 minutos; nuevamente se descarta el liquido
sobrenadante y se procede a iniciar el protocolo de extraccion de ADN con

el sedimento bacteriano.

Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion de ADN se utilizo el kit Promega Wizard® Genomic; de la

misma manera gue se hizo en la comprobacion de la purificacién de las cepas.

La visualizacion del ADN se hizo a través de una electroforesis en gel con
concentracion de agarosa al 1%, se utilizaron los productos de extraccion de ADN
para comprobar la presencia y observar la calidad del ADN; la metodologia utilizada
fue la misma que en el apartado 6.5.4.

Por otro lado, la calidad y cantidad del ADN se determind en el espectrofotometro

EPOCH Biotech® siguiendo la metodologia del Anexo 4.

Amplificacién del gen rRNA 16S

Se realizé a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se utilizaron

los cebadores o secuencias de nucleétidos siguientes:

27F: 5-AGA GTT TGATCM TGG CTC AG-3’
518F: 5’-CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG-3’
1492R: 5-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3'
800R: 5-TAC CAG GGT ATC TAATCC-3

Se utilizé Tag ADN polimerasa comercial para llevar a cabo la reaccion. El ciclo
térmico se acondicioné de la siguiente manera: un ciclo de pre-desnaturalizacion a

94°C durante 5 minutos, desnaturalizacion a 94°C por 60 segundos, acoplamiento a
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59°C durante 30 segundos, elongacién a 72°C por 60 segundos, los ciclos se repiten

30 veces y posteriormente un ciclo de post-elongacion a 72°C durante 10 minutos.

En un gel de agarosa al 1% se visualizan los productos amplificados y se revela con

bromuro de etidio por 7 segundos.

Purificacion del amplicon.

La purificacion del producto de PCR se llevo a cabo utilizando el kit “PCR Clean up

System Promega®”:

1.

w

N o g bk

8.
9.

Afadir un volumen igual de solucién aglutinante de membrana a la
amplificacion de PCR.

Colocar una columna en un tubo de recoleccion para cada producto de PCR.
Transferir el producto de PCR preparado con solucién aglutinante e incubar
durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto.

Quitar la mini columna y desechar el liquido del tubo de recoleccion.
Devolver la mini columna al tubo de recoleccion.

Lavar la columna afiadiendo 700uL de solucion de lavado de membrana
previamente diluida con etanol al 95%

Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto.

Vaciar el liquido del tubo recolector y volver a colocar la columna.

10.Repetir el lavado con 500uL de solucion de lavado de membrana.

11.Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos.

12.Retirar la columna, vaciar el tubo de recoleccién y volver a centrifugar a

14000 rpm por 1 minuto.

13.Cuidadosamente, transferir la columna a un tubo de micro centrifuga de

1.5mL.

14. Aplicar 25uL de agua libre de nucleasas directamente en el centro de la

columna.

15.Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y volver a centrifugar a

14000 rpm por 1 minuto.

La pureza se comprobo en el espectrofotometro EPOCH Biotech®, utilizando la

placa Take 3 en su funcion de nanogota. Se obtuvo un Unico pico a 260 nm, lo que

indicé que no habia impurezas en el amplicdn. Asi mismo, el equipo reporté la
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concentracion final del producto de PCR, ya que se requieren 50 ng/uL para

proceder con la secuenciacion.

Secuenciacion.

Se eligio el servicio de secuenciacion de Macrogen Maryland, U.S.A. para enviar los

productos amplificados

Identificacion de cepas.

Se revisaron y corrigieron las secuencias obtenidas, utilizando el programa Chromas
Pro (124). A partir de los fragmentos forward y reverse, las secuencias consenso

fueron construidas utilizando la version 7.0.9 del programa BioEdit. (125)

La comparacion de las secuencias consenso se llevo a cabo con las secuencias que
se encuentran almacenadas en las bases de datos del GenBank a través de los
programas BLAST, del National Center of Biotechnology (NCBI), (126) y de

EzBiocloud (102) para llegar a determinar el porcentaje de semejanza.

6.6 Andlisis de datos

Todos los experimentos se realizaran por triplicado. Los datos obtenidos fueron

analizados por t student, utilizando el paquete estadistico STATISTICA 7.
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6.7 Aspectos éticos

Convenio sobre la diversidad bioldgica de las Naciones Unidas, suscrito en
Rio de Janeiro en junio de 1992.
El convenio tiene como objetivos principales:
e La conservacion de la diversidad biologica.
e El uso sostenible de componentes de la diversidad bioldgica.
e El reparto justo y equitativo de los beneficios derivados de la utilizacion de
recursos geneéticos.
Asi mismo, el Convenio establece que se debera evitar o minimizar el impacto

negativo que resulta del uso de los recursos biolégicos.

Protocolo de Cartagena sobre seguridad de la biotecnologia del convenio

sobre la diversidad bioldgica.

El protocolo tiene como objetivo contribuir a garantizar un nivel adecuado de
proteccion en la esfera de la transferencia, manipulacion y utilizacion seguras de los
organismos vivos que puedan tener efectos adversos para la conservacion y la
utilizacién sostenible de la diversidad biologica, teniendo también en cuenta los
riesgos para la salud humana, y centrandose concretamente en los movimientos

transfronterizos.
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7.1.3. Resumen

Introduccion: El uso indiscriminado y la mala disposicion de los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) ha llevado a la contaminacion de cuerpos de agua, causando
ecotoxicidad y dafio a la salud del ser humano. La biorremediacion es la mejor opcién
para mitigar el dafio hecho y las bacterias producen enzimas que podrian ocasionar
la degradacion de estos compuestos. Objetivo: Implementar una prueba rapida
cualitativa para la identificacion de bacterias halotolerantes potencialmente
degradadoras de AINEs. Materiales y métodos: Se realizé un estudio experimental
de tipo cualitativo. Se aislaron bacterias de ambientes salinos y se les realiz6 una
caracterizacion fisiolégica para conocer el % de NaCl y pH O6ptimos para su
crecimiento. Las cepas se incubaron a 37°C durante 120h con el indicador redox
(DCPIP o CV) y utilizando ibuprofeno o paracetamol como Unica fuente de carbono.
A las cepas que obtuvieron un resultado positivo en la prueba rapida, se les realizé
una cinética de crecimiento utilizando glucosa o el AINE (ibuprofeno o paracetamol)
como Unica fuente de carbono. Resultados: Cuatro cepas halotolerantes aisladas
de suelos salinos, demostraron ser potencialmente degradadoras de AINEs. Las
cepas HS4-2 y TXO1-1SG1 dieron un resultado positivo con ibuprofeno y las cepas
LB2 (MH) y LB2 (TSA) dieron un resultado positivo con paracetamol. Conclusiones:
La prueba rapida cualitativa result6 Gtil en la deteccidon de bacterias potencialmente

degradadoras de ibuprofeno y paracetamol.

Palabras clave: Antiinflamatorios no esteroideos, bacteria, halotolerante,
biodegradacion, DCPIP, cristal violeta.
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7.2.4. Resumen

ABSTRACT

Introduction: Ibuprofen is one of the most widely used non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDSs). It can be found in aquatic environments; its presence
increases the risk of ecotoxicity in exposed organisms. Viable options are required to
mitigate environmental damage, and bacteria have shown significant potential in
bioremediation. Objective: To demonstrate the ability of strain HS4-2 as a potential
ibuprofen-degrading species and to identify it. Materials and methods: Strain HS4-
2S was reactivated and physiologically characterized (% NaCl and pH optimal for its
growth). Its ibuprofen degradation capacity was qualitatively evaluated using the
oxidation-reduction indicators (redox) 2,6-dichlorophenol indophenol (DCPIP) and
crystal violet (CV). Growth kinetics were determined using glucose or ibuprofen as
carbon sources. After 360 hours of incubation in a bacterial culture, the degradation
capacity of ibuprofen was quantitatively determined by solid-phase extraction
followed by UV spectroscopy. Results: Strain HS4-2 was found to be
haloalkalotolerant, potentially degrading ibuprofen by decolorizing redox indicators,
growing in the presence of ibuprofen as the sole carbon source, and reducing the
concentration of ibuprofen by 9 % after 360 h of incubation. Both qualitative and
guantitative methods were helpful; the quantitative method had 110 % recovery. The
potentially degrading strain was genetically identified as Bacillus safensis.
Conclusions: This is the first report in which the potential degrader of ibuprofen by

Bacillus safensis species is proven.
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8. RESULTADOS ADICIONALES

8.1. Espectros de las curvas de calibracion de diclofenaco, ibuprofeno y

paracetamol

Figura 4. Espectros de la curva de calibracion de la solucion estandar de diclofenaco

en metanol. Se observa el punto maximo de absorbancia a 282 nm.
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Figura 4. Espectro de la solucion estandar de diclofenaco a diferentes concentraciones, utilizadas
para realizar la curva de calibracion.

Figura 5. Espectros de la curva de calibracion de la solucion estandar de ibuprofeno

en metanol. Se observa el punto maximo de absorbancia a 224 nm.
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Figura 5. Espectro de la solucion estandar de ibuprofeno a diferentes concentraciones, utilizadas
para realizar la curva de calibracion.
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Figura 6. Espectros de la curva de calibracion de la solucion estandar de
paracetamol en NH4OH al 5%: metanol en una proporcién 50:50. Se observa el punto

maximo de absorbancia a 260 nm.
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para realizar la curva de calibracion.
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9. Conclusiones

Se reactivaron 74 cepas bacterianas, todas son bacilos Gram positivos. Asi
mismo, 21 de las cepas fueron alcaldfilas, 25 alcalotolerantes y 28 crecieron
en pH acido-neutro. Por otro lado, las 74 cepas fueron halotolerantes débiles
8 cepas dieron un resultado positivo a la prueba cualitativa de biodegradacion
de AINEs; 4 para diclofenaco (HA5-1, ESE2-3E, TXV7-6MHG5 y TXO7B-
1SG6), 2 para ibuprofeno (HS4-2 y TXO1-1SG1) y 2 para paracetamol (LB2
(MH) y LB2 (TSA)).

El Cristal Violeta tiene mayor sensibilidad que el DCPIP, por lo que resulté ser
mejor indicador de Oxido-reduccion para la deteccion de bacterias
potencialmente degradadoras de AINESs.

La cinética de crecimiento se ve afectada con la presencia de AINES; sin
embargo, las bacterias pueden utilizarlos como Unica fuente de carbono.

4 cepas fueron aptas para la prueba semicuantitativa de biodegradacion de
diclofenaco, 2 cepas con ibuprofeno y 2 cepas con paracetamol.

Fue necesario realizar la separacion en fase sélida con los tres AINEs para
poder obtener una lectura confiable de los mismos.

Se observé un decremento en la concentracion de diclofenaco a 276 nm,
entre la hora cero y las 720 horas en las cepas HA5-1 y TXO7B-1SG6.

Las cepas HS4-2 y TXO1-1SG1 degradaron ibuprofeno, de acuerdo a los
picos observados a 224 nm en las horas 0 y 720.

Ninguna de las cepas obtuvo un resultado positivo en la prueba
semicuantitativa de degradacion de paracetamol.

Se requiere realizar la identificacion y el analisis de los productos para definir
el porcentaje de biodegradacion de diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol.
Todas las cepas potencialmente degradadoras de AINEs que han sido
identificadas, pertenecen al género Bacillus.

Las cepas HA5-1y TXO7B-1SG6 demostraron tener potencial degradador de
diclofenaco al disminuir la concentracion de los productos (276 nm) un 20% y
28% respectivamente. Dichas cepas fueron identificadas como Bacillus
paralicheniformis en EzBiocloud y como Bacillus haynesii en BLAST.

En el caso del ibuprofeno, hubo una degradacién de 9% y 33% por las cepas
HS4-2 y TXO1-1SG1 respectivamente.

La cepa HS4-2 fue identificada como Bacillus safensis tanto en EzBiocloud
como en BLAST.
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Dentro de las cepas reactivadas, ninguna de ellas demostré ser capaz de
degradar paracetamol.
No hay registros previos del potencial biodegradador de estas cepas

bacterianas, de diclofenaco o ibuprofeno.
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ANEXO 1. MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE LAS

Clave de la
cepa
LRS4.044

LRS4.053

LRS4.058

LRS4.075

CEPAS REACTIVADAS

Tabla 3. Caracterizacion morfoldgica

Morfologia macroscopica Morfologia microscopica
DIMENSION: 3 -5 mm Bacilos Gram Positivos,
COLORACION: Beige crecimiento filamentoso

SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 1 — 2 mm Bacilos Gram Positivos,
COLORACION: Amarillo crecimiento filamentoso
SILUETA: Puntiforme

CANTOS: Definidos

PROMINENCIA: Plana

TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda

REFLEXION DE LUZ: Mate

TRANSMISION DE LUZ: Opaca

MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 3—5 mm Bacilos Gram Positivos
COLORACION: Beige

SILUETA: Circular

CANTOS: Definidos

PROMINENCIA: Plana

TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda

REFLEXION DE LUZ: Mate

TRANSMISION DE LUZ: Opaca

MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm Bacilos Gram Positivos
COLORACION: Beige

SILUETA: Estrellada

CANTOS: Aserrados

PROMINENCIA: Plana

TEXTURA: Rugosa

APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate

TRANSMISION DE LUZ: Opaca

MALEABILIDAD: Friable



5

6

7

8

9

10

LRS4.078

LRS4.085

LRS4.113

LRS4.128

HA4-1a

HAS-1

DIMENSION: 2 -3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Circular
CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa

DIMENSION: 3 —5 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Regulares
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Himeda

REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 nm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 3 -5 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
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11

12

13

14

15

HS1-3

HS4-2

HS4-1b

IAS2-2

ICA2-3

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Himedo
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 —4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 3—5 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Dura
DIMENSION: 1 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Circular

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
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17

18

19

20

ICS4-3a

LB2(MC)

LB2 (MH)

LB2 (TSA)

SOSSI-3E

APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 —3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 1 —2 mm
COLORACION: Amarillo
SILUETA: Puntiforme
CANTOS: Regulares
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ:
Transparente
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Irregulares
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
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22

23

24

25

SOSSI-3C

SOSSI-1A

ESE2-2C

ESE2-3E

COSE1-3A

TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 —3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 3 -5 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
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26

27

28

29

30

31

COSE1-C

SFA1-3

SFS3-3

uT3-3

UT7-3

TX4SC-
SMHG4

DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 1 — 2 mm
COLORACION: Amarillo
SILUETA: Puntiforme
CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ:
Transparente
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Circular

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Hiomeda
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 1 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
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32 TXV7-
6MHG5
33 TXV7-
3MHG5
34 TXV8-
6MHG2
35 TXV9-
4MHG2
36 TXV12-
8MHG3

SILUETA: Ovalada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ:
Transparente
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Estrellada
CANTOS: Aserrados
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37

38

39

40

41

TXV13-
TMHG3

TXV13-
14MHG2

TXV14-
2MHG3

TXV15-
IMHG4

TXV15-
3MHG4

PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 2 —4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ:
Transparente
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 1 —3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
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42

43

44

45

46

TXV16-
TMHG2

TXV6-1SG3

TXV11-
13SG3

TXV15-
3SG6

TXV15-
2SG6

APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
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47

48

49

50

51

TXO1-
IMHG2

TXO1-
2MHG2

TXO1-
IMHG3

TXO1-
IMHG4

TXO5A-
1IMHG13

MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 —3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 3—5mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
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52 TXOG6A-
3MHG6
53 TXO7B-
2MHG3
54 TXO7D-
IMHGS8

55 TXO01-1SG1

56 TXO1-1SG2

57 TXO01-1SG3

DIMENSION: 2 -3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 1 —2 mm
COLORACION: Amarillo
SILUETA: Puntiforme
CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 1 —3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Hiomeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
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sk

60

61

TX01-1SG4

TX02-25G2

TXO3B-
3SG1

TXO3B-
2SG4

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Membranosa
DIMENSION: 1 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Circular

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himedo
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
DIMENSION: 1 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Circular

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 1 — 2 mm
COLORACION: Amarillo
SILUETA: Puntiforme
CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
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62 TXOA4A-
5SG1
63 TXO4B-
2SG7
64 TXO4B-
1SG8
65 TXO4B-
1SG11
66 TXOG6A-
7SG2

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable
DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
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68

69

70

71

TXO7A-
8SG1

TXO7A-
4SG3

TXO7B-
1SG6

TXO7B-
2SG6

TXO7B-
2SG8

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Lobulados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda

REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 —4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda

REFLEXION,DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa
APARIENCIA: Himeda

REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Circular
CANTOS: Aserrados
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca

MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 2 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada
CANTOS: Filamentosos

PROMINENCIA: Convexa

TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca

REFLEXION DE LUZ: Mate
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73

74

TXI6-
2MHG3

TXI6-
IMHGS5

TXI13-1SG3

TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 2 — 4 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalado

CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa

DIMENSION: 1 —3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Ovalada

CANTOS: Filamentosos
PROMINENCIA: Plana
TEXTURA: Rugosa
APARIENCIA: Seca
REFLEXION DE LUZ: Mate
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Friable

DIMENSION: 1 — 3 mm
COLORACION: Beige
SILUETA: Puntiforme
CANTOS: Definidos
PROMINENCIA: Convexa
TEXTURA: Lisa

APARIENCIA: Himeda
REFLEXION DE LUZ: Brillante
TRANSMISION DE LUZ: Opaca
MALEABILIDAD: Cremosa
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ANEXO 2. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS CEPAS REACTIVADAS

Tabla 4. Caracterizacion fisiolégica de las cepas

Clave de la cepa Rango % NaCl Rango de pH pH
%NacCl optimo optimo
LRS4.044 0-15 10 7-10 8
LRS4.053 0-15 10 7-10 8
LRS4.058 0-10 5 7-10 8
LRS4.075 0-15 10 7-11 8
LRS4.078 0-15 10 7-11 8
LRS4.085 0-10 5 7-10 8
LRS4.113 0-15 10 7-10 8
LRS4.128 0-15 10 7-10 8
HA4-1a 0-10 5 7-10 7
HAS5-1 0-10 5 7-10 8
HS1-3 0-10 0 7-10 7
HS4-2 0-10 0 8 -12 8
IAS2-2 0-10 5 7-10 8
ICA2-3 0-10 0 7-10 7
ICS4-3a 0-10 5 7-10 7
HS4-1b 0-10 5 7-10 8
LB2 (MC) 0-10 5 7-10 8
LB2 (MH) 0-10 5 7-10 8
LB2 (TSA) 0-10 10 7-9 8
SOSSI-3E 0-10 5 7-10 7
SOSSI-3C 0-10 5 7-10 7
SOSSI-1A
ESE2-2c 0-10 0 7-10 7
ESE2-3E 0-10 5 7-10 7
COSE1-3A 0-10 5 7 -10 8
COSE1-C 0-10 5 7-10 7
SFA1-3 0-15 5 7-11 8
SFS3-3 0-10 5 7-11 8



UT3-3 (MC)
UT7-3
TX4SC-
5MHG4
TXV1-
AMHG5
TXV7-
6MHG5
TXV7-
3MHG5
TXV8-
6MHG2
TXV9-
AMHG2
TXV12-
8MHG3
TXV13-
7MHG3
TXV13-
14MHG?2
TXV14-
2MHG3
TXV15-
1IMHG4
TXV15-
3MHG4
TXV16-
7MHG?2

TXV6-1SG3
TXV11-
13SG3
TXV15-
3SG6
TXV15-
2SG6

0-5
0-10
0-10

0.5

10

10

10

10

10

10

6-8
7-10
7 -10

10

10

10
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TXO1-
IMHG2
TXO1-
2MHG2
TXO1-
1IMHG3
TXO1-
1IMHG4
TXO1-
2MHG6
TXO5A-
1IMHG13
TXO6A-
3MHG6
TXO7B-
2MHG3
TXO7D-
1IMHGS8
TXO1-
1SG1
TXO1-
1SG2
TXO1-
1SG3
TXO1-
1SG4
TXO2-
2SG2
TXO3B-
3SG1
TXO3B-
2SG4
TXO4A-
5SG1

10

0.5

10

10

10
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TXO4B-
2SG7
TXO4B-
1SG8
TXO4B-
1SG11
TXOG6A-
7SG2
TXO7A-
8SG1
TXO7A-
4S5G3
TXO7B-
1SG6
TXO7B-
2SG6
TXO7B-
2S5G8
TXI6-
2MHG3
TXI6-
1IMHG5
TXI3-1SG3

0.5

0.5

10
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ANEXO 3. CUANTIFICACION DE PRODUCTOS DE BIODEGRADACION DE
AINES UTILIZANDO EL ESPECTROFOTOMETRO EPOCH BIOTECH®

Encender el equipo y abrir el programa Gen5
Crear un protocolo nuevo
Elegir la opcion “scaning”

Las condiciones de escaneo son de 200 nm a 300 nm a intervalos de 1 nm

ok~ v nh e

Elegir el tipo de placa que se va a utilizar (Take 3) y seleccionar el espacio

gue se va a medir (A9). Solo puede ser uno debido a que se utiliza la biocelda

de cuarzo

6. Encender el equipo para poder validar el protocolo

7. Colocar la biocelda en el take 3 y verificar que se acomode correctamente
en el plato del equipo

8. Verificar que la biocelda se encuentre limpia haciendo un escaneo primario
con agua o aire

9. Colocar la muestra a analizar en la biocelda (1mL) e iniciar el escaneo

10. Al terminar el escaneo, se genera una grafica. Verificar la absorbancia del
pico maximo obtenido

11. Exportar los resultados a una hoja de Excel

12. Limpiar la biocelday volver a realizar el escaner para verificar que no queden

residuos

13. Salir del programa, apagar el equipo y por ultimo la computadora
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ANEXO 4. CUANTIFICACION DE ADN Y PRODUCTOS DE PCR UTILIZANDO

P w0 NP

o

10.

11.
12.

13.

EL ESPECTROFOTOMETRO EPOCH BIOTECH®

Encender el equipo y abrir el programa Gen5

Elegir la opcion new read

Elegir la opcion “cuantificacion de acidos nucleicos”

Elegir el tipo de placa que se va a utilizar (Take 3) y seleccionar el espacio
que se va a medir. Se utiliza la funcién nanogota

Limpiar el take 3 con agua libre de nucleasas y papel cera.

Verificar que se acomode correctamente en el plato del equipo y realizar un
primer analisis para verificar que el Take 3 se encuentre limpio

Colocar la muestra a analizar en el plato (2 pL) e iniciar el escaneo

Al terminar el escaneo, se genera una gréafica. Verificar la absorbancia del
pico maximo obtenido, se debe obtener solo un pico

Exportar los resultados a una hoja de Excel

Revisar los datos obtenidos en la relacion 230/260 y 260/280 para verificar
la pureza de las muestras

Revisar la concentracion de las muestras que el equipo calcula

Limpiar nuevamente el Take 3 como se realizé anteriormente y realizar el
analisis para verificar que se encuentre limpio.

Salir del programa, apagar el equipo y por ultimo la computadora



