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Es el producto que queda después de la
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Biorremediacion

betalactamasas

Bacterias

Cepa

Es el proceso mediante el cual Ilos
microorganismos absorben 0 degradan
contaminantes, limpiando de esta manera su
entorno, y ayudando a la naturaleza a superar
un desequilibrio.

Son enzimas capaces de hidrolizar el anillo f3-
lactamico de los antibioticos.

Son microorganismos pertenecientes al reino
procariota, tienen una membrana celular y
ribosomas que contienen la informacion
genética. También tienen una pared rigida y
una membrana que encapsula el citoplasma.
El nucleo contiene los componentes genéticos
de la célula. La mayoria de las bacterias
pueden moverse debido a que poseen un
flagelo.

Es una poblacion de microorganismos de una
sola especie.
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RESUMEN

La biorremediacion es el proceso mediante el cual los microorganismos absorben o
degradan contaminantes, limpiando de esta manera su entorno, y ayudando a la
naturaleza a superar un desequilibrio y en el mejor de los casos a recuperar un
ecosistema dafiado.

Lo que lo convierte en una alternativa importante para lidiar con los llamados
contaminantes emergentes (farmacos), los cuales se encuentran en
concentraciones significativas en el ambiente, y las técnicas convencionales como
la filtracion, coagulacion, floculacion, sedimentacion, fenton y foto-fenton no son
capaces de eliminar por completo a los farmacos o bien se reporta la presencia de
subproductos, que en ocasiones suelen ser mas toxicos que los iniciales.

Aunado a lo anterior se considera que las aguas residuales de hospitales son una
de las principales fuentes de contaminacién, que contienen cantidades
considerables de diversos farmacos, que no son eliminados en su totalidad por las
plantas tratadoras de aguas residuales. Las cuales pueden actuar como reservorios
y proveedores ambientales de resistencia a los antibidticos al desembocar en
cuerpos de agua superficiales.

Con base en lo anterior y debido a que las bacterias de vida libre poseen una gran
capacidad de adaptacion a condiciones ambientales poco favorables, el presente
trabajo tiene por objetivo evaluar la degradacion de penicilina G, ceftriaxona y
dicloxacilina con bacterias de vida libre, estos tres antibioticos son los mas utilizados
en el Hospital Adolfo Lopez Mateos del Estado de México, para esto se utilizaron
las cepas degradadoras de penicilina las cuales se aislaron del agua residual de un
hospital del Estado de México en 2016.

Se utilizaron seis colonias fenotipicamente diferentes las cuales se identificaron

como: Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, dos cepas de Escherichia coli

15
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y dos de Klebsiella pneumoniae. Ademas, se determind la Concentracion Minima
Inhibitoria a cada una, siendo Pseudomonas aeruginosa la mas resistente a los tres
antibidticos.

La biodegradacion se realiz6 en medio acuoso y se monitoreo por cromatografia de
liquidos de alta resolucién. Los resultados mostraron que las bacterias son capaces
de eliminar al 100 % la penicilina, dicloxacilina y ceftriaxona e incluso son capaces
de actuar sobre los metabolitos generados.

Con los datos obtenidos se establecié el calculo matematico del biorreactor tamafio
laboratorio, tipo batch. Los resultados muestran que la degradacion con
Pseudomonas aeruginosa de penicilina a 30 y 34 °C presenta un orden de reaccion
de cero, al igual que la dicloxacilina, mientras que la ceftriaxona tiene un orden de
reaccion de 0.5

En el caso del consorcio bacteriano el orden de reaccion de la penicilina es 0.3, para
la dicloxacilina es cero y el de ceftriaxona es de 0.5.

Por otro lado, se calculé la energia de activacion de la degradacion con penicilina
Kcal

mol

urilizando Pseudomonas aeruginosa el resultado fue 143.214 ,» 10 cual indica

que la biodegradacién es buena y se corrobora con los cromatogramas donde se
evidencia la eliminacion completa del farmaco.

También, se calculd el tiempo de generacion de Pseudomonas aeruginosa y del
consorcio durante la biodegradacién con cada antibiético, se obtuvo lo siguiente:
Degradacion con penicilina: tiempo de generacion de Pseudomonas aeruginosa es
de 47 minutos, y del consorcio es de 45 minutos.

Degradacion con dicloxacilina: tiempo de generacion de Pseudomonas aeruginosa
es de 109 minutos, y del consorcio es de 63 minutos.

Degradacion con ceftriaxona: tiempo de generacién de Pseudomonas aeruginosa

es de 57 minutos, y del consorcio es de 536 minutos.

. i 1}
i, ., . Lew, o \P\/S
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ABSTRACT

Bioremediation is the process by which microorganisms absorb or degrade
pollutants, thus cleaning their environment, and helping nature to overcome an
imbalance and in the best of cases to recover a damaged ecosystem.

Which makes it an important alternative to deal with the so-called emerging
pollutants (drugs), which are found in significant concentrations in the environment,
and conventional techniques such as filtration, coagulation, flocculation,
sedimentation, fenton and photo-fenton are not capable to completely eliminate the
drugs or the presence of by-products is reported, which sometimes tend to be more
toxic than the initial ones.

In addition to the above, it is considered that hospital wastewater is one of the main
sources of contamination, containing considerable amounts of various drugs, which
are not completely eliminated by wastewater treatment plants. Which can act as
reservoirs and environmental providers of resistance to antibiotics when flowing into

surface water bodies.

Based on the above and due to the fact that free-living bacteria have a great capacity
to adapt to unfavorable environmental conditions, the present work aims to evaluate
the degradation of penicillin G, ceftriaxone and dicloxacillin with free-living bacteria,
these three Antibiotics are the most used in the Hospital Adolfo Lopez Mateos of the
State of Mexico, for this there were used the degrading strains of penicillin, which
were isolated from the wastewater of a hospital in the State of Mexico in 2016.

Six phenotypically different colonies were used which were identified as:
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, two strains of Escherichia coli and
two of Klebsiella pneumoniae. In addition, the Minimum Inhibitory Concentration was
determined for each one, with Pseudomonas aeruginosa being the most resistant to

the three antibiotics.

17
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Biodegradation was carried out in an aqueous medium and was monitored by high-
performance liquid chromatography. The results showed that the bacteria are
capable of eliminating 100 % Penicillin, Dicloxacillin and Ceftriaxone and are even
capable of acting on the metabolites generated.

With the data obtained, the mathematical calculation of the batch-type laboratory-
size bioreactor was established. The results show that the degradation with
Pseudomonas aeruginosa of penicillin at 30 and 34 ° C presents a reaction order
zero, as does dicloxacillin, while ceftriaxone has a reaction order of 0.5.

In the case of the bacterial consortium, the reaction order of penicillin is 0.3, for
dicloxacillin it is zero and that of ceftriaxone is 0.5.

On the other hand, the activation energy of degradation with penicillin was calculated

Kcal
mol’

which indicates that

using Pseudomonas aeruginosa, the result was 143.214

the biodegradation is good and is corroborated with the chromatograms where the
complete elimination of the drug is evidenced.

Also, the generation time of Pseudomonas aeruginosa and the consortium during
biodegradation with each antibiotic was calculated, the following was obtained:
Degradation with penicillin: Pseudomonas aeruginosa generation time is 47 minutes,
and the consortium is 45 minutes.

Degradation with dicloxacillin: generation time of Pseudomonas aeruginosa is 109
minutes, and that of the consortium is 63 minutes.

Degradation with ceftriaxone: generation time of Pseudomonas aeruginosa is 57

minutes, and that of the consortium is 536 minutes.
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INTRODUCCION

En la actualidad, los antibioticos se utilizan ampliamente en el tratamiento de
enfermedades, ademas de que su uso se ha vuelto muy comun en la ganaderia y
la acuicultura. Por lo que su creciente consumo, ha comenzado a ocasionar serios
problemas, debido a que una vez ingeridos por los individuos, se excretan en forma

de metabolitos y otra parte es eliminada sin metabolizarse.

De entre todos los farmacos, los antibiéticos B-lactamicos son los mas efectivos y
utilizados; los dos principales son, las penicilinas y las cefalosporinas, que
representan alrededor del 37 % del consumo de antibiéticos en Europa (Bottari,
Blust and De Wael, 2018).

Por su parte la dicloxacilina es el tercer antibiético mas prescrito en el Hospital
General de Cardenas, Tabasco, México, en el afio 2010 (Zavala and Santana,
2014).

Otro estudio realizado en un hospital del Estado de México evidencié que la

dicloxacilina es de los antibiéticos mas consumidos (Villa Moran, 2014).

Por lo que es evidente que los hospitales son las principales fuentes de antibiéticos
B-lactamicos, en particular las cefalosporinas (Lekunberri et al., 2017) .

En las dltimas dos décadas se han encontrado farmacos de uso comun dispersos
en cuerpos de agua que se han vuelto dafinos para los diferentes ecosistemas
(Miceli-Montesinos et al., 2014).
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Como ejemplo, la concentracion de Penicilina G en aguas residuales municipales
de la Habana es <0.025 ug/L (Lastre Acosta, Silva Costa Texeira and Jauregui
Haza, 2012), y en otro estudio realizado en una planta de tratamiento de aguas
residuales de una empresa productora de penicilina G en China, se encontro que la
concentracion fue de 153+4 ug/L (Li et al., 2008).

Otra fuente importante de contaminacion proviene de la fabricacién y disposicion
inadecuada de estos productos; que posteriormente son vertidos en los drenajes y
llegan a plantas de tratamiento de aguas residuales o a otros cuerpos receptores de

agua directa o indirectamente (Miceli-Montesinos et al., 2014).

Se sabe que el agua residual farmacéutica suele ser recalcitrante con
caracteristicas de alta DQO, alta toxicidad biolégica, baja biodegradabilidad, color
intenso y olor desagradable porque contiene altas concentraciones de disolventes,
catalizadores, aditivos, reactivos, especialmente antibioticos. Estos ultimos en el
efluente de las aguas residuales farmacéuticas son bioactivos, polares y
persistentes y, por lo tanto, representan una grave amenaza para el ser humano y

el medio ambiente (Huang et al., 2018).

Ademas, muchos antibiéticos son lipéfilicos y no biodegradables, lo que representa
un gran desafio para las plantas de tratamiento de aguas residuales (Huang et al.,
2018).Las cuales no son eficientes en la eliminacion de este tipo de contaminantes,
ocasionando que las bacterias interactlen e intercambien genes de resistencia a
antibioticos. Sin embargo, aun no se dispone ampliamente de pruebas claras que

demuestren la evolucion de la resistencia microbiana (Karkman et al., 2017).

Segun estudios recientes, las plantas de tratamiento de aguas residuales se

consideran puntos criticos para la propagacion de la resistencia a los antibiéticos
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(Lucas et al., 2016). Por lo que desempeiian un papel crucial en la proliferacion de
resistencia entre los microorganismos no resistentes y la creacién de fenotipos

multirresistentes (Lamba and Ahammad, 2017).

Como tal, los antibioticos y sus efectos sobre el medio ambiente se han convertido

en un tema importante en la ciencia ambiental (Yang et al., 2018).

Sin embargo, esta resistencia generada por los microorganismos autéctonos se
puede usar como medida biocorrectora para la descontaminacién de su entorno y

proteger el ambiente.

Entre las principales ventajas de la biorremediacion se encuentra su gran eficiencia,
ya que sus porcentajes de eliminacion llegan a ser comparables o superiores a los
de métodos fisicoquimicos, ademas presentan un menor costo e impacto ambiental
en comparacion con las técnicas convencionales, debido a que pueden logran una
mineralizacion completa del contaminante, sin producir desechos potencialmente
peligrosos como radicales libres 0 metabolitos mas toxicos que el contaminante
inicial (Ortiz-Hernandez et al., 2013).

El presente trabajo se encuentra organizado por capitulos: Se presenta una breve

introduccion, para abordar la tesis.

El capitulo | contiene informacion referente a los antecedentes, como son las
generalidades sobre los antibibticos betalactamicos, estructura y propiedades de la
penicilina, ceftriaxona y dicloxacilina, técnicas de tratamiento para la remocion de

antibioticos.
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También se incluye una definicién de biodegradacion y su clasificacién, asi como

informacion necesaria para realizar los célculos del biorreactor.

En el capitulo Il Se incluye la hipétesis y los objetivos planteados en el desarrollo de

la tesis.

En el capitulo Ill, se hace una descripcion de la metodologia que se sigui6 en este

proyecto, se presenta un diagrama general de las actividades realizadas.

En el capitulo IV, se muestra el desarrollo experimental.

El capitulo V, muestra los resultados obtenidos en la parte experimental y su
discusion. Finalmente, se presentan las conclusiones que se obtuvieron en la
presente investigacion. Asi como las referencias consultadas que soportan los
fundamentos de la misma.

Se anexa el articulo producto del proyecto de investigacion y la carta de envié del

segundo articulo.
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| ANTECEDENTES

1.1 Antibidticos Betalactamicos

Por su estructura quimica los antibiéticos se clasifican en: aminoglucosidos,
betalactamicos, betalactamicos con inhibidores de betalactamasas, betalactamicos
carbapenémicos, fenicoles, lincosamidas, macrolidos, quinolonas, sulfonamidas,

tetraciclinas, glucopéptidos.

Forman parte de los antibidticos betalactamicos, la ceftriaxona (Sédica),
dicloxacilina (Sodica), y la penicilina G (Sddica) (Silvia Noemy S and Paredes
Castillo, 2010) .

La principal caracteristica de los antibiéticos betalactamicos es que poseen un anillo
betalactamico unido a un anillo tiazolico y a una cadena lateral; como se presenta

en la Figura 1.

0 s
I 7\ _~ CH3
R — CH + NH2 —— CH— CH c_
CH3
A B
0==C— N=— C— COOH

A: Anillo B lactdmico
B: Anillo de tiazolidina
R: Cadena lateral

Figura 1: Estructura base de betalactamicos (Silvia Noemy S and Paredes Castillo,
2010).

Las sustituciones de la cadena lateral (R), son las que le confieren los diversos tipos
de penicilinas semisintéticas y las particularidades de las distintas penicilinas como
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son: incremento en el espectro antibacteriano, susceptibilidad a las betalactamasas
y variacién en sus propiedades farmacocinéticas (Silvia Noemy S and Paredes
Castillo, 2010).

Las enzimas llamadas betalactamasas son la principal causa de resistencia a los
antibidticos B-lactdmicos, debido a que hidrolizan el anillo B-lactamico de estos

antibidticos.

Los antibiéticos b-lactamicos son la primera opcion para el tratamiento de diferentes
infecciones y la presencia de estas enzimas hace que sea dificil elegir la terapia
adecuada (Furlan and Stehling, 2017).

1.2 Propiedades farmacocinéticas de antibidticos betalactamicos.

Enla Tabla 1 se presentan las propiedades farmacocinéticas de los medicamentos
betalactamicos, estas varian conforme a la estructura molecular de cada antibiotico.

También se muestra el porcentaje de unidn a proteinas y la excrecion urinaria.

Tabla 1: Propiedades farmacocinéticas de los betalactamicos (Marin and Gudiol,

2003).
Antibiético Dosis Concentracién Vida Unibna  Excrecién Excrecion
pico de dosis media proteinas  urinaria biliar
(h) (%) (%)
Penicilinas naturales
Bencilpenicilina 2 muU 20 pg/mL 0,5 50-60 70 Si
Penicilina V 250 mg 3 pg/mL 0,5 75-85 20-40 Si
Penicilina 300.000 0,9 pg/mL
procaina U
Penicilina 1,2 muU 0,09 pg/mL
benzatina
Penicilinas resistentes a penicilinasas
Amoxicilina 1g 7,5 pug/ml 1-1,3 20 70 Si

oral
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Cefalosporinas de primera generacion

Cefazolina 1g 180 mg/L 1,8 80 95 Si
Cefalotina 1g 50 mg/L 0,7 70 70 Si

Cefalosporinas de segunda generacion

Cefamandol 1g 90 mg/L 0,8-1 75 >90 Si
Cefuroxima 00,59 7 mg/L 1,4 40 90 Si
oral

Cefoxitina 1g 110 mg/l 0,8 7085 Si

Cefonicid 02g 260 mg/L 4,5 98 95 Si
Cefmetazol 2g 140 mg/L 1-1,5 85 75 Si

Cefotetan 0,759 40-130 mg/L 1,7 90 95 No

Cefalosporinas de tercera generacion

Ceftazidima 1g 80 mg/L 1,8 20 85 Si
Ceftizoxima 1g 80 mg/L 1.8 30 920 Si
Ceftriaxona 1g 150 mg/L 8 920 50 Si (notable)

Con base en la informacion presentada en la Tabla 1, se observa que el principio
activo de los farmacos estara presente en el ambiente, debido a que el metabolismo
de la mayoria de betalactamicos es casi nulo, manteniéndose en forma activa hasta
su eliminacion renal. En algunas formas farmacéuticas predomina la excrecion por
via biliar (cefoperazona, ceftriaxona). Muy pocos sufren metabolismo, como la
desacetilacion (cefalotina, cefotaxima) o la inactivacion por las hidroxipeptidasas
renales (Marin and Gudiol, 2003).

Actualmente, las penicilinas y las cefalosporinas son los antibiéticos mas
ampliamente utilizados en términos de cantidad e importancia en el tratamiento de

enfermedades infecciosas (Rodriguez-Narvaez et al., 2017).

Un estudio realizado en hospitales de México muestra el consumo de los principales
betalactamicos como se muestra en la Figura 2, donde se evidencia el uso de
cefalosporinas y penicilinas. En la Figura 3 se observa que la ceftriaxona es la mas

utilizada de las cefalosporinas (Rodriguez-Ganen and Asbun-Bojalil, 2012).

25



20,00
0,00

Consumo en DDD/100 camas-dia

200,00 -

180,00 -
160,00 —
140,00 -
120,00 -
100,00 -
80,00 —
60,00 —

40,00 -
_f—_

COOH

]

2008

DDD: dosis diar

Figura 2: Tende

1 T 1
2008 2009 2010

Afo

!
2007
m— 0 1D: Otros B-lactamicos, cefalosporinas

e JO1D: Otros B-lactamicos, carbapenemos
JO1D: B-lactamicos, penicilinas

ia definida.

ncias del consumo intrahospitalario de antibacterianos B-

lactdmicos (penicilinas y otros pB—lactamicos seleccionados) (Rodriguez-Ganen

120,00 -
100,00
80,00
60,00 —
40,00

20,00

Consumo en DDD/A00 camas-dia

and Asbun-Bojalil, 2012).

______——_"—_ﬁ\

\

. — == — — — - .

0,00

20

—— J01DD02 cefitazidima

DDD: dosis di

1 L] _+ ]
06 2007 2008 2009 2010
ARo

JO1DD04 cefiriaxona J01DC02 cefuroxima
J01DDO01 cefotaxima

JO1DEBO03 cefalotina JO1DEO1 cefepima

aria definida.

Figura 3: Tendencias del consumo intrahospitalario de cefalosporinas (Rodriguez-
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Ademas, el plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA)
(L6pez, Ponce de Ledn and Novales, 2019) reportd el consumo de antimicrobianos
en 12 Estados de la Republica Mexicana en 2018, donde se puede apreciar que el
consumo de cefalosporinas sigue siendo alto y también evidencia el uso frecuente

de penicilinas, Figura 4.

Grupo ll

W Daptomicina [ Tigeciclina M Carbapenemicos [l TMP/SMZ [ Linezolid
[l Colistina B Piperacilina/ Tazobactam [[] Clindamicina [l Amikacina [] Penicilinas
B Vancomicina ] Metronidazol [l Quinolonas [H Cefalosporinas

Grupo I: 100 a 200 camas Grupo Il: 201 a 499 camas Grupo lll: = 500 camas

Figura 4. Consumo de antimicrobianos (DDD/100 estancias) en los hospitales de
la Red PUCRA en 2018 cada barra representa un hospital (Lopez, Ponce de Ledn
and Novales, 2019).

También, se compard el consumo de los hospitales de la Red PUCRA con lo
reportado por la red espafola VINCat de 2007 a 2009. Los resultados mostraron
que el mayor consumo de la red espafiola correspondié al grupo de las penicilinas,
seguido de cefalosporinas y quinolonas; el consumo de cefalosporinas es similar
entre las dos redes, no asi para los carbapenémicos, que fue superior en los

hospitales de México (Figura 5)
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Figura 5: Promedio de consumo de los antibi6ticos sistémicos mas utilizados en
DDD/100 estancias. Red VINCat2 vs. Red PUCRA (L6pez, Ponce de Ledn and

Novales, 2019).
1.2.1 Penicilina G

La penicilina G (PEN G) fue el primer antibidtico encontrado por los seres humanos

y el primer uso masivo de la penicilina se realizé el 6 de junio de 1944 lograndose

salvar con ésta miles de vidas (Flesia, 2011). Es usado para infecciones bacterianas

humanas, ya que puede impedir la sintesis de la pared celular bacteriana.

Tiene un pka = 2.75 y pertenece a los antibiéticos p-lactamicos, su uso es comdn

en el tratamiento clinico por lo que podrian aparecer bacterias resistentes a

penicilinas en el tratamiento médico y el medio ambiente (Li et al., 2008).

La penicilina G es un antibiético en polvo micro cristalino e higroscépico. Obtenido

mediante el cultivo de Penicillium (Benito Pefia, 2006).
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Es soluble en agua, metanol, etanol, dioxano, poco soluble en hexano, acetonitrilo,
acetona, e insoluble en tolueno, éter y cloroformo. Presenta mayor estabilidad a pH
6.5 y a una temperatura de 4 °C. Presenta una reduccion de actividad por metales
pesados, etanol, glicerina, yodo, acido lactico, vitaminas B1y C (Benito Pefa, 2006).
La solubilidad es de 1.9 x10* g/L. Se inactiva por acidos, hidroxidos alcalinos y
agentes oxidantes.

Su punto de ebullicién es de 663.3 °C y el punto de fusion es de 355.0 °C (Bailén
Pérez, 2009).

El nicleo de penicilina en si es el principal requerimiento estructural para la actividad
biolégica, si el anillo betalactamico, es destruido por betalactamasas, el producto
resultante, el acido peniciloico, carece de actividad antibacteriana. Sin embargo,
lleva un determinado antigeno de las penicilinas actuando como estructura

sensibilizante (Malgor-Valsecia, 1928).

En general la estructura quimica basica de las penicilinas consiste en un anillo de
tiazolidina, unido a un anillo betalactamico, al que se le une una cadena lateral (R).
En la Figura 6 puede observarse la estructura quimica de la Penicilina G (Flesia,
2011).

NJ< CH
COOH

Figura 6: Estructura quimica de la penicilina G (Flesia, 2011).
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Algunos métodos propuestos para la eliminacion o remocion de penicilina G sédica

se muestran en la Tabla 2. Destacando los métodos biol6gicos que prometen ser

mas sustentables para la eliminacion de estos farmacos con altos porcentajes de

degradacion.

Tabla 2: Métodos de eliminacion de la penicilina G.

Método Penicilina G Eliminacion Referencia
concentracion %
Fenton y foto-Fenton 200 mg/L 83.3 (Rahim Pouran,
Abdul Aziz and Wan
Daud, 2015)
Carbon activado 20 mg/L 74-88 (Ahmed et al., 2015)
Microextraccién en fase sélida 50-100 pg/L 80.8 - 90.9 (Lirio et al., 2016)
con base en un polimero
Fotorreactor de membrana - 75y 84 (Wang and Lim,
hibrida en combinacion con un 2012)
fotorreactor
Klebsiella pneumoniae Z1 300 mg/L 99.9 (Wang et al., 2015)
Phanerochate chrysosporium 2000 mg/L 61.4 (Mullai et al., 2011)
Pseudomonas putida (feat) 3 mg/L 35 (Gartiser et al., 2007)
Bacillus cereus and 9000 mg/L 80.63 (Yurchenco, Hopper
Staphylococcus aureus and Warren, 1966)
Bacillus stearothermophilus 1500 mg/L 70-80 (Hammarstrom and
Strominger, 1975)
Degradacion con 2000 mg/L 100 (Rivera Gutiérrez,

Pseudomonas aeruginosa

2016)

1.2.2 Ceftriaxona

Es una cefalosporina de tercera generacion, con amplio espectro de actividad

bactericida, en contra de microorganismos aerobios Gram positivos y Gram
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negativos. Es un derivado del nucleo de las penicilinas, es una sulfona del acido

penicilanico (Shrestha, Bhuyan and Sinha, 2013).

La excrecion de la ceftriaxona es biliar (en un 70 %, y 40 %, respectivamente); de
alli que en la mayoria de ellas debe regularse la dosis en insuficiencia renal y
pueden ser retiradas en forma eficaz por hemodidlisis (Davalos Moscol, 1998).

Es soluble en agua, su estructura se muestra en la Figura 7.

T 0
| oo CH,
N— ~
| N Y NH
H, T | !
V4
OCH o S

COOH

Figura 7: Estructura quimica de la ceftriaxona (Shrestha, Bhuyan and Sinha,
2013).

Algunos métodos propuestos para la eliminacion o remocién de ceftriaxona se
presentan en la Tabla 3, donde se aprecia que son muy pocos los estudios para la

eliminacioén de este antibidtico y no existen métodos biolégicos.

Tabla 3;: Métodos de eliminacion de ceftriaxona.

Método Concentracion Eliminaciéon % Referencia
mg/L
biodegradacion inherente 10-20 5 (Gartiser et al., 2007)
Degradacion electro-catalitica 10 97.7 (Guo et al., 2015)
Remocion con una clinoptilolita 10 75.71 (Davila Estrada, 2018)

modificada con HDTMA
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1.2.3 Dicloxacilina

La Figura 8 muestra la molécula de dicloxacilina, es una isoxazolilpenicilina utilizada
en el tratamiento de las infecciones producidas por los estafilococos resistentes a
las bencil-penicilinas. Ademas de su uso en personas, también se emplea

ampliamente en la medicina veterinaria.

Se ha reportado que el 65 % de la dicloxacilina que entra al cuerpo humano, se
excreta via urinaria y fecal en su forma quimica original. Debido a su considerable
solubilidad en agua y baja biodegradabilidad, gran parte de este farmaco y sus
metabolitos permanecen intactos al pasar por plantas convencionales de
tratamiento de aguas, lo que representa una amenaza para los cuerpos de agua
naturales que posteriormente los reciben (Colina-Marquez and Castilla-Caballero,

2013). Sus propiedades se muestran en la Tabla 4.

\
0

Figura 8: Estructura quimica de la dicloxacilina (Colina-Marquez and Castilla-
Caballero, 2013).
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Tabla 4: Propiedades fisicas de la dicloxacilina (Benito Pefia, 2006).

Propiedad Fisica Descripcion
pKa-2.7

Constante de Disociacion (pKa)
Solubilidad Soluble en: agua, metanol, etanol,
DMF, DMSO, acetona. Poco soluble
en: cloroformo, acetato de etilo.
Insoluble en: hexano, benceno,
isooctano.
Peso Molecular (P.M) 470.33 g/mol*
Formula Molecular (F.M) C19H17CI2N3OsS

En la Tabla 5 se muestran algunos métodos propuestos para la eliminacién o
remocion de dicloxacilina donde destacan los métodos fisicoquimicos mientras que

los métodos biolégicos son escasos.

Tabla 5: Métodos de eliminacién de dicloxacilina.

Método Concentracion Eliminacion Referencia
%
Degradacién 3 mg/L 30.00 (Villegas Guzman et al., 2015)
sonoquimica
Fotocatalisis 25 pg/L 45.82 (Campo and Cohen Rodriguez,
heterogénea solar 2012)
Mineralizacion foto 25 mg/L 45.00 (Colina-Marquez and Castilla-
catalitica Caballero, 2013)
Fotocatalisis con TiO2 100 mg/L 95.00 (Villegas-Guzman et al., 2015)
Biodegradacion con 19000 ug/L ~100.00 (Copete-Pertuz et al., 2018)
hongo Leptosphaerulina
Sp
Remocion con Zeolita 20 mg/L 96.52 (Alvarez Garcia, 2015)
natural modificada con
HDTMA
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1.3 Biodegradacion

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada, define la biodegradacion como

la descomposicidon de una sustancia catalizada por enzimas in vitro o in vivo. Se
divide en tres categorias con fines de evaluacion de peligros:

1. Primaria. Se refiere a la alteracién de la estructura quimica de una sustancia
gue resulta en la pérdida de una propiedad especifica.

2. Ambientalmente aceptable. Contempla una biodegradacion hasta el punto de

eliminar las propiedades indeseables del compuesto. A menudo corresponde
a la biodegradacion primaria, pero depende de las circunstancias en las que
los productos se descargan al medio ambiente.

3. Ultima. Desglose completo de un compuesto en moléculas simples,
completamente oxidadas o reducidas como dioxido de carbono, metano,

nitrato, amonio y agua (Ortiz-Hernandez et al., 2013).

Por consiguiente, el proceso de biorremediacion utiliza la habilidad de los
microorganismos naturales o genéticamente mejorados para recuperar sitios
contaminados y proteger el ambiente. Los procesos de biorremediacion pueden
clasificarse de acuerdo al organismo que efectie la degradacion en los siguientes

tipos:

a.- Fito remediacion. Consiste en el uso de plantas para contener, remover o

neutralizar contaminantes.

b- Biorremediacién _microbiana. Utiliza microorganismos capaces de acumular o

metabolizar determinados contaminantes. Las mas empleadas son las bacterias
aunque también se han utilizado varias especies de archaea, hongos, algas y

cianobacterias (Sharma, Dangi and Shukla, 2018). La Figura 9 muestra el diagrama
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de clasificacion de biorremedacion de acuerdo al microorganismo que realiza la

degradacion

/ | siorremeaiacon J\

[ Biorremediacion [ Fitorremediacidn ]

microblana
- / P
Tecnologia \ / | MModificacian
recombinante de DMNA Biorramediacidn | postraduccional de
enzimatica ezl
Deslcu br':rrliell-lto d: nueua;s Modificacien de fa via
enzimas involucradas en la =3 Bdllcea
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Figura 9: Diagrama de clasificacion de biorremedacién de acuerdo al
microorganismo que realiza la degradacion (Sharma, Dangi and Shukla, 2018).

Si se tiene en cuenta el lugar de la aplicacion, la biorremediacion se puede clasificar
como ex Situ o in situ como se muestra en la Figura 10 (Azubuike, Chikere and
Okpokwasili, 2016).

—— Biopila

Ex situ I Windrow

Biorreactor

Técnicasde | __ cultivo de tierra
biorremediacion
— Atenuacién natural

— Biosorcion
In situ { . .
—— Bioventilacidn

L Mejoras Biosparging

Fitorremediacidn

Barrera reactiva
permeahle

Figura 10: Técnicas de biorremediacion. La divergencia de cada técnica es
hipotética; por lo tanto, el orden de izquierda a derecha de los nodos internos no es
el orden de evolucion (desarrollo de la técnica). La barrera reactiva permeable
(PBR) no es la raiz arbitraria del &rbol. Es una técnica de remediacion fisica con
algunos elementos de biorremediacion, de ahi la divergencia hipotética temprana
(Azubuike, Chikere and Okpokwasili, 2016).
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Entre las principales ventajas de la biorremediacién se encuentra la eficiencia, el
bajo costo e impacto ambiental, en comparacién con las técnicas convencionales
(Ortiz-Hernandez et al., 2013).

1.4 Bacterias

Las bacterias pertenecen al reino procariota, son microorganismos que se
reproducen mediante fision binaria, replicando al mismo tiempo su ADN. Estas
células poseen una estructura similar a las eucariotas ya que tienen una membrana
celular y ribosomas que contienen la informacion genética (Flores Tatiana and
Vargas Alvin, 2014). También tienen una pared rigida y una membrana que
encapsula el citoplasma. El nacleo contiene los componentes genéticos de la célula.
La mayoria de las bacterias pueden moverse debido a que poseen un flagelo. El
tamafo de las bacterias depende de la etapa de crecimiento en que se encuentra
(Http://www.criba.edu.ar/cinetica/reactores/CAPITULO 8, no date).

En conjunto las bacterias, presentan caracteristicas como:

-Pigmentacion: que puede ser verde amarillo o grisaceo.

-Olor: frutal o putrefacto

-Consistencia: mucoide, liso o rugoso

-Comportamiento o6ptico: frente a luz transmitida estos pueden ser opacos,
traslicidos o transparentes; frente a la luz reflejada pueden ser brillantes u
opacos(Flores Tatiana and Vargas Alvin, 2014) (Flores Tatiana and Vargas Alvin,
2014).

Las bacterias se clasifican en aerobias (necesitan oxigeno para vivir) y en

anaerobias (crecen en ausencia de oxigeno).
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Algunas bacterias pueden formar endosporas (esporas dentro de la célula) para
poder sobrevivir a condiciones adversas. La Figura 11 muestra un esquema de una

bacteria y sus principales componentes.

Capsula
- =

Membrana

Inclusién granular

Flagelo

Citoplasma

: Regién nuclear
Plasmid g

Figura 11: Esquema de una bacteria
(Http://www.criba.edu.ar/cinetica/reactores/CAPITULO 8, no date).

1.5 Biorreactor

Los biorreactores a pequefia escala son ampliamente utilizados para la
experimentacion en los laboratorios microbioldgicos.

Cuando se disefia un biorreactor se necesita de un gran namero de experimentos
para seleccionar una o varias cepas y optimizar el procedimiento de biodegradacion.
Durante los ultimos 50 afios, los cientificos han utilizado el matraz erlenmeyer para
el desarrollo de procesos a pequefa escala. El uso de los mismos se estima en un
90 % de todos los experimentos de este tipo realizados en la industria biotecnolégica
y en estudios académicos (Serrat and Méndez, 2015).

Con la finalidad de mejorar las condiciones del experimento surgieron los
biorreactores de tanque agitado los cuales se han ido perfeccionando con el paso
del tiempo, llegando a ser un estandar en la industria biotecnoldgica. Siendo los
biorreactores a pequefia escala vitales en procesos de escalado y optimizacién de
cepas, caracterizacion y desarrollo de procesos (Serrat and Méndez, 2015).
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1.5.1 Modelado matematico del Biorreactor

Para el modelado matematico del reactor se tomo en cuenta lo siguiente:

1. Crecimiento celular

Tiempo de generacion

Métodos para medir el crecimiento bacteriano
Ecuacion de Monod

Hwn

1.5.1.1 Crecimiento celular

La mayoria de las células procariotas se dividen por fisién binaria; es decir, de una
célula individual se forman dos células nuevas. Durante este proceso las células se
alargan hasta aproximadamente el doble de la longitud de la célula mas pequefia y
luego forma un tabique que acaba por separar la célula en dos células hijas. A este
tabique se le denomina septo y es el resultado del crecimiento hacia adentro de la
membrana citoplasmatica y la pared celular desde direcciones opuestas hasta que

las dos células hijas se separan.

Durante el ciclo de crecimiento, todos los constituyentes celulares se incrementan,
de modo que cada célula hija recibe un cromosoma completo y suficientes copias
de todas las macromoléculas, monémeros e iones inorganicos, como para existir
como célula independiente. El reparto del ADN replicado entre las dos células hijas
depende de la union del DNA a la membrana durante la division, y la segregacion
real de las dos copias es facilitada por la formacion del septo, como se muestra en

la Figura 12.

El tiempo necesario para completar un ciclo de crecimiento celular en las bacterias
es muy variable y depende de varios factores, tanto nutricionales como genéticos.

Bajo las mejores condiciones nutritivas, la bacteria Escherichia coli puede completar
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un ciclo en 20 min; unas cuantas bacterias pueden crecer incluso mas rapidamente,
pero la mayoria crecen mas lentamente. El control de la divisién celular es un
proceso complejo y al parecer esta intimamente relacionado con sucesos que

ocurren durante la replicacion del cromosoma (Madigan, Martinko and Parker,

2003).
‘-‘T—_ = DNA
i \ J
. _J
@ Replicacion del
DNA
R, Elongacidén
- t‘%-_-_fé_j 3 de la célula

@ e Formacion del septo
£

Terminacion del
septo con

) r ’ formacion de
‘-. ’ k_ ’. , paredes bien

diferenciadas
L —— .
" ( ) ) r L | ) Separacion
i — de las células

Figura 12: Proceso general de la fision binaria de la célula procariota en forma de
bacilo. Para simplificar, el nucleoide se representa como un circulo sencillo de
color verde (Madigan, Martinko and Parker, 2003).

Una generacion
(”
~
o
V

&

1.5.1.2 Parametros del crecimiento

Con base en el crecimiento celular (fision binaria), es razonable pensar que el

crecimiento de las bacterias es de tipo exponencial.

El aumento en el nUmero de células que se producen en un cultivo bacteriano
creciendo exponencialmente corresponde a una progresion geométrica de base 2.
Cuando dos células se dividen, se forman cuatro células después de la tercera

generacion ocho células. Es decir; en cada generacion sucesiva se duplica la
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poblacion. La relacion que existe entre el nUmero de células y las generaciones de
un cultivo creciendo en forma exponencial, puede deducirse matematicamente de

la manera siguiente:

1.5.1.3 Tiempo de generacion (G)

Es el tiempo requerido para que una célula se divida o una poblacion se duplique.

t= tiempo en minutos
G= tiempo de generacion
n= numero de generaciones transcurridas
Si partimos de N células a un tiempo determinado (To) tenemos un numero
constante de células determinadas (No). En la primera generacion se duplicara el
namero de células (2No) y asi sucesivamente de tal manera que al cabo de un
tiempo determinado (T+) el nUmero de células sera Nt (N =2"No).
Donde:
n= namero de generaciones transcurridas desde To hasta Tt
Para evaluar el nUmero de generaciones transcurridas se obtiene de la siguiente
manera:

N; = 2™N,

log Ny = nlog2 +logN,

log " /
_ log Ny — log N, _ 98 /N,
log 2 log 2

Ny
= 3.322 lOgN—
0

Entonces el tiempo de generacion se evalla como:
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Ny
3.322 IOgN—
0

Ni= células finales

No=células iniciales

El tiempo de generacion es importante porque explica la variacion en la
duplicacion celular de cada bacteria en estudio (Madigan, Martinko and Parker,
2003).

1.5.1.4 Métodos para medir el crecimiento de bacterias

Al colocar una cantidad de células vivas (bacterias) en una solucion liquida con
nutrientes esenciales, a una temperatura y un pH determinado, las células creceran.
Para medir y monitorear los procesos de crecimiento se desarrollaron diferentes
métodos experimentales. Los dos mas comunes son: por turbidimetria y por conteo

de colonias.
En este trabajo se utilizd el conteo de colonias debido a que con el método de
turbidimetria se tiene como principal inconveniente, la imposibilidad de distinguir

entre células vivas o muertas o entre células y otro tipo de material particulado.

1.5.1.5 Conteo de colonias

Se coloca en una caja Petri un volumen del indculo y se agrega un pequefio volumen
del medio de cultivo que contenga los nutrientes necesarios para las bacterias, se
homogeniza y se deja gelificar. Estas placas son incubadas en condiciones

adecuadas.
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En la caja de petri se forman colonias que son facilmente contadas a simple vista
como se muestra en la Figura 13. Se asume que cada colonia ha sido formada por
una unica célula del medio de cultivo original. Las células son entonces medidas
como unidades formadoras de colonia UFC (colony-forming units, CFU). La
suposicion que una colonia es formada por una unica célula bacteriana puede
subestimar la densidad de poblacion. Al efecto de minimizar esta subestimacion,

una serie de diluciones debe ser usada.

Siembra por vertido A Colonias
por e Colonias de incluidas

superficie en el

medio

Incubacion
pi;:tg‘au::tlraa;le;ca Se afiade medio Resultado tipico del
| estéril y se mezcla vertido en placa
estéril bien con el indeulo ‘

Figura 13: Diagrama de siembra por vertido en placa (Madigan, Martinko and
Parker, 2003).

1.5.1.6 Ecuacién de Monod

El crecimiento de los microorganismos durante un cultivo en lote puede ser
cuantificado gracias a los estudios realizados por Jaques Monod en 1950 (Bello,
2014). La ecuacion de Monod, que se conoce también como el modelo de
crecimiento celular, describe la relacion entre la velocidad especifica de crecimiento

#(8) y la concentracion del nutriente limitante (5) en un cultivo microbiano, y se
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(Http://lwww.criba.edu.ar/cinetica/reactores/CAPITULO 8, no date):

1(S) = tmax (ﬁ) ecuacion 1
Donde:

Umax €S la méxima velocidad especifica de crecimiento

Ks es la constante especifica de cada sustrato

La gréfica de p como funcion del sustrato aparece en la Figura 14
Velocidad |

0.8

0.6

Bmax

0.4

0.2

i . ; L .+ Concentracion S
10 20 30 40 50

K

5

Figura 14: Gréfica del efecto de la concentracion del sustrato (S) sobre la
velocidad de crecimiento (i) con pmax=0.9 y Ks=6
(Http://www.criba.edu.ar/cinetica/reactores/CAPITULO 8, no date).

Con base a la ecuacion de Monod y la forma de la grafica anterior, se puede

observar que:

Si la concentracion de sustrato limitante (S) es cero, la velocidad especifica de

crecimiento p(0) también lo es.
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Cuando S es muy grande, la velocidad especifica de crecimiento u(S) tiende a la

velocidad maxima pmax.

La velocidad especifica de crecimiento u(S) depende de S, iniciando con S pequefio

crece rapidamente hasta que S= Ks donde toma el valor de % y sigue creciendo

a un ritmo cada vez menor a pmax.

La dinamica del crecimiento celular para biomasa y decrecimiento del sustrato
durante el cultivo en lote es descrita por las siguientes ecuaciones diferenciales: la
primera especifica que la velocidad de crecimiento de biomasa es directamente
proporcional a la cantidad de biomasa existente, y la segunda que la velocidad de
consumo del sustrato es inversamente proporcional a la cantidad de biomasa

existente, y asi se tiene que:

dX(t)
T u(s)X(t) ecuacion 2
ds(t) _ _i(dX(t)) ecuacion 3
dt Vs \ dt ecuacion 4

X(0) = X,,S(0) = S,

Donde:
X (t) cantidad de células o biomas al tiempo t: su unidad de medida es gr/L.
u(s) velocidad especifica de crecimiento en S: su unidad de medida es gr/L.

t es tiempo.

Y constante de rendimiento del sustrato limitante, se define como: cantidad de

biomasa producida/cantidad de sustrato consumido.
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X(0) y S (0) condiciones iniciales de biomasa y sustrato respectivamente.

1.5.1.7 Estimacion de los parametros cinéticos de la ecuacion de Monod.

Los valores de los parametros umax, Y, Ks se obtienen en la linealizacion de la

ecuacion No.5 de Monod y obteniendo la ecuacién No. 6 de Lineweaver-Burk:

1 K 1 1 .,
—= ( s )(—) + ecuacion 5
H(s) Hmax/ \S Hmax

Donde la pendiente y la ordenada corresponden a:

b= ecuacion 6

20? /

15 F ~

L - P . ' .
we 1 ~ J Pendiente=

Mmax - Hmax

LY
7 1

Figura 15: Diagrama de Lineweaver-Burk (Bello, 2014).

Los parametros de la ecuacion de Monod se pueden estimar por diferentes métodos

como el integral o el método de Euler (Bello, 2014).
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II. JUSTIFICACION

La presencia de los farmacos en aguas residuales, se han ido incrementando debido
a su uso indiscriminado. Ademas, cada vez mas existen evidencias que demuestran
sus efectos toxicos en el ambiente, por lo que su presencia representa un grave
problema para las plantas tratadoras ya que no eliminan con eficiencia este
contaminante emergente, debido a que no fueron disefiadas para este fin. Por esta
razon diversos métodos fisicos y biol6gicos estan siendo probados para la remocion
y eliminacion de estos contaminantes, siendo los métodos biologicos los que

presentan la mas alta remocion.

Aunado a esto las bacterias de vida libre son las candidatas ideales para la
biorremediacion de su entorno ya que son muy resistentes debido a su capacidad
de sobrevivir en un ambiente abierto donde existe competencia por los nutrientes,
asi como factores ambientales adversos. En cambio, en un laboratorio las
condiciones son mas controladas, y las bacterias son mas susceptibles. Por esta
razon el presente trabajo evaludé la degradacién de penicilina, dicloxacilina y

ceftriaxona con bacterias aisladas del agua residual de un hospital.
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

Es posible la eliminacion de betalactdmicos en medio acuoso con bacterias aisladas

de agua residual de un hospital y su monitoreo por cromatografia de liquidos de alta

resolucion.

3.2. Objetivo general

Biodegradar penicilina G, ceftriaxona y dicloxacilina, con bacterias aisladas del agua

residual proveniente de un hospital, y su monitoreo por Cromatografia de liquidos

de alta resolucion.

3.3 Objetivos especificos

Implementar un método por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR) para la cuantificacion de penicilina G, Ceftriaxona
y Dicloxacilina en medio acuoso.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de los antibidticos.
Monitorear la biodegradacion de penicilina G, Ceftriaxona y
Dicloxacilina por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR).

Determinar el orden de reaccion de la biodegradacion y el perfil de
concentracién celular con respecto al tiempo

Calcular los parametros cinéticos de la biodegradacion con la

ecuacion de Monod
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IV DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Diagrama de la metodologia
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4.2 Materiales y reactivos

Penicilina G sédica de Sigma Aldrich, con nimero de CAS 69-57-8, PENNA-10 MU,
con numero de lote #SLBJ8735V producto de China

Penicilina G sodica de Sigma Aldrich, con numero de CAS 69-57-8, PENNA-10 MU
con numero de lote # 077M4776V producto de Israel

Dicloxacilina Pureza 90.4 % B.H. Marca Fersinsa

Ceftriaxone sodium pharmaceutical secondary estandar; traceable to USP, PhEur
and BP. CAS:104376-79-6. Lote#LRAA9170. Producto de USA.

Solucién salina 0.85 %

Tubo No. 0.5 del nefelémetro de McFarland (1.5x108 UFC/ mL)

Caldo Mueller Hinton

Medios para pruebas bioquimicas minimas

Equipo de infrarrojo Nicolet modelo 550 intervalos de 400 -4000 cm™
Cromatégrafo Waters 1515 con detector UV-vis

Columna Agilent, Eclipse XDB-C18, 5 pm, 4.6 x 250 mm

Metanol grado HPLC

Agua grado Milli- Q

Acido férmico 0.1 % (EMSURE, lote K47929664619, pureza 98-100 %)

Primero se caracterizaron los estandares de penicilina, ceftriaxona y dicloxacilina,
para esto se realiz6 un Infrarrojo, pruebas de solubilidad y un barrido en UV para
conocer la longitud de onda a la cual se tiene mayor absorbancia para la
cuantificacion. También, se tomé el pH de las fases méviles probadas y se obtuvo

el método analitico.
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4.3.-Montaje del método analitico

Dentro de la optimizacién del método analitico, se pretende una metodologia que
sea versatil para determinar y cuantificar la penicilina G sddica, dicloxacilina, y

ceftriaxona.

Para esto se validé la técnica analitica por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion. Utilizando como base la guia de validacion de métodos analiticos
(2009) del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México A.C. y
las guias ICH Q2 R1, (2005). Validation of analytical procedures: Tex and
Metodology. Food and Drug Administration (FDA). USA (ver anexo 1).

4.4.-Obtencidn de cepas y caracterizacion bacteriana.

Las cepas que se utilizaron se encuentran en el laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Quimica de la UAEMex. Obtenidas del agua residual del afluente de un
hospital del Estado de México que fue recolectada con base a la Norma Oficial
Mexicana de muestreo NMX-AA-003-1980. Estas cepas son capaces de degradar
penicilina G sddica y se encuentran reportadas en la tesis de maestria realizada por
Rivera—Gutiérrez en 2016 y forma parte del proyecto Conacyt con numero de
registro 215997.

Se realiz6 una tincion de Gram y se incluy6 un estudio de Microscopia Electrénica
de Barrido (MEB) de cada bacteria, para esto fue necesario fijar las bacterias con
formaldehido al 2 %, durante 48 horas, posteriormente se realizé un lavado con
solucion salina 0.85 % y se deshidrataron gradualmente con etanol (10—-100 %). Las
muestras se secaron por punto critico (se utilizdé CO:2 liquido para desplazar el

alcohol y se llevo a condiciones de temperatura y presion de su punto critico, es

> N
©\/U\“ . g 8 \gvi
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decir: al limite fisicoquimico, donde el volumen de un liquido es igual a la de una
masa igual de vapor), para después fijarse en el porta muestras y ser recubiertas
con oro. Para su analisis se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido SU1510-
Hitachi a 10 kV.

Después se procedid con la identificacion bacteriana mediante PCR. Como se
muestra a continuacion.

4.4.1 La extraccion de ADN se realizé con el kit Jena Bioscience (Jena

Biosience, 2016)( anexo 2)

e Lisis celular:
Las cepas bacterianas se incubaron en caldo nutritivo por 24 horas a 37 °C,
estas cepas se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos. El pellet celular se
re suspendié en 300 pyL de solucién de lisis celular, se homogenizo, se
adicion6 1.5 pL de solucion de proteinasa K al lisado y se mezclé invirtiendo
varias veces, y se incubo a 55 °C durante 1 h. Se homogenizo6 y se centrifugo
a 15000 g durante 1 minuto y se descarto el sobrenadante.

e Precipitacion de la proteina:
Se re suspendio el sedimento celular en 300 pL de solucion de lisis celular,
se le adicion6 100 pL de solucién de precipitacién de proteinas al lisado
celular, se mezcld la solucion utilizando el vortex por 20 segundos, se
centrifugo a 15000 g por 3 minutos.

¢ Precipitacion de ADN:
Se transfirié el sobrenadante a un microtubo limpio de 1.5 pL que contenia
300 pL de isopropanol >99 %, se mezcl6 la muestra invirtiendo suavemente
y dejando que precipitara.
Se centrifug6 a 15000 g durante 1 minuto. Cuando estuvo visible el ADN, se
descarté el sobrenadante y se drend el tubo brevemente sobre papel

absorbente limpio. Después el sedimento se seco en una centrifuga de vacio.
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Finalmente se adicion6 50 pL de solucion de hidratacion de ADN al

sedimento de ADN seco.

4.4.2

Las reacciones de PCR se realizaron en 15 pyL que contenian 1 pyL de

4.4.3

ADN, 3 uL de de buffer, 10.5 pyL de agua, 0.2 pL de primer 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3), 0.2 pL de primer 1492R (5'-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") y 0.1 pL de MyTaq PCR kit Master
Mix (Bioline).

Esta mezcla se colocdé en un Termo Ciclador Veriti 96-Well Thermal
Cycler en las siguientes condiciones: 2 min a 95 °C para la
desnaturalizacién inicial, 35 ciclos que consisten en desnaturalizacion
durante 1 minuto a 95 °C, recocido durante 1 minuto a 58 °C y
alargamiento a 72 °C por 2 minutos, seguido de una etapa de extension
final de 5 minutos a 72 °C (ver anexo 3).

Las amplificaciones por PCR se analizaron por electroforesis en gel, en

geles de agarosa al 1.5 % que contenian 1XTAE y 1x GelRed, en un
sistema de electroforesis horizontal (fuente de alimentacion Theermo
Electron Corporation EC250-90) durante 30 minutos a 100 V.

Se uso6 el marcador de ADN HyperLadder de tamafio molecular 100 bp y
se revelo el gel de agarosa con un fotodocumentador UVP 2 UV benchtop
con sistema Multidoc-iT.

Adicionalmente, mediante microscopia con focal se determind la
fluorescencia de la cepa mas resistente en un equipo TCS SPE/CTR 4000
(Leica), para esto se realiz6 una fijacion de la misma en un portaobjetos

con y sin tincién de Gram.
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4.5.-Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) con base a la metodologia
seguida por (Rivera Gutiérrez, 2016) y que concuerda con los lineamientos que
establece el documento CLSI (M100 Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing. 27th edn, 2017).

La CMI fue interpretada como la concentracion del antimicrobiano, contenida en el
pocillo de la micro placa que inhibi6 el crecimiento visible de la bacteria, para lo cual

fue necesario comparar cada pocillo con los controles positivo y negativo.

4.6.-. Evaluacion de la eficiencia de las cepas en la biodegradacion in vitro.
Para evaluar el potencial de biodegradacidon se siguié la metodologia de Rivera
(Rivera Gutiérrez, 2016), a la cual se le se realizaron modificaciones quedando de

la siguiente manera:

Se preparo dos blancos como control y dos modelos bioldgicos de degradacion para
cada antibiético (se us6 1000 pg/mL para penicilina y 40 pg/mL para dicloxacilina y

ceftriaxona):

El blanco 1 (estabilidad del antibi6tico) consistié en 200 mL de caldo Mueller Hinton
y la concentracion del antibiético (por ejemplo 40 pg/mL de dicloxacilina). La mezcla
se distribuyd en tubos estériles y fueron colocados en bafio maria con agitacion
helicoidal lenta, a una temperatura de 30 °C. EI comportamiento del antibidtico se

monitoreo por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Blanco 2 (Crecimiento de bacterias en caldo Mueller Hinton): 200 mL de caldo
Mueller Hinton y 28 mL de una suspension bacteriana en solucién salina 0.85 %, la
densidad celular del fluido inoculante se ajusté a 0.5 nefelémetro de McFarland
(1.5x108 UFC/ mL). Nota: esté blanco se prepara para la cepa mas resistente y para

el consorcio.
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Modelo bioldgico 1 (degradacion con la cepa mas resistente): 200 mL de caldo
Mueller Hinton, concentracion del antibiético y 28 mL de una suspension de la cepa
mas resistente (bacteria en solucion salina 0.85 %), la densidad celular del fluido
inoculante se ajusté a 0.5 nefelémetro de McFarland (1.5x108 UFC/ mL). La mezcla
se distribuyd en tubos estériles y fueron colocados en bafio maria con agitacion
helicoidal lenta, a una temperatura de 30 °C. La degradacion fué monitoreada por
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Modelo biologico 2 (degradacion con consorcio bacteriano): 200 mL de caldo
Mueller Hinton, concentracion del antibidtico y 28 mL de una suspension del
consorcio microbiano (9.6 mL de la cepa mas resistente en solucion salina 0.85 %
ajustada a 0.5 nefelémetro McFarland y 4.6 mL de cada una de las cepas restantes

de en solucion salina 0.85 % ajustada a 0.5 nefeldmetro McFarland).

NOTA: La densidad celular del fluido inoculante (28 mL de suspension del

consorcio) fue ajustada a 0.5 nefelémetro McFarland (1.5x108 UFC/ mL).

4.7.- Cuantificacion por cromatografia de liquidos de alta resolucién

La cuantificacion se realizo, inyectando 20 pL de muestra. Las lecturas se realizaron

cada 15 minutos durante 5 horas y después cada 4 horas durante 72 horas.

4.8.- Modelado mateméatico para la biodegradacion de betalactamicos en

medio acuoso mediante un biorreactor.

El biorreactor tamafio laboratorio, es tipo batch, por lo que el modelo matematico a
emplear es el de Jackes Monod, ya que es el mas usado.
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4.8.1.- Perfil de concentracién celular respecto al tiempo

Para conocer el comportamiento del crecimiento microbiano con respecto al tiempo
durante la degradacion fue necesario un muestreo adicional, que se realiz6 de la

siguiente manera:

Para la degradacién con la cepa mas resistente: se tomd 1 mL de muestra y se
realizaron diluciones seriadas hasta 1x107. A continuacién se sembraron por
vaciado en placa y por duplicado en agar Mueller Hinton las diluciones 1x10°, 1x10

6y 1x107. El muestreo se realiz6 cada dos horas.

Degradacion con consorcio: Es el mismo procedimiento que la degradacién con la
cepa mas resistente. Solo que el muestreo fue cada hora.

4.8.2.- Cinética de reaccioén para la biodegradacion del betalactamico

Para conocer el comportamiento del crecimiento microbiano con respecto a la
concentracion del antibiotico durante la degradacion, fue necesario tomar una
muestra adicional de los tiempos usados para el perfil de concentracién celular, e

inyectarlas en el cromatégrafo.

4.8.3.- modelo matemaético

Con base en el modelo de Monod y en el articulo de Alberto Duarte Torres(Torres,
1996) se determinaron los parametros cinéticos de la ecuacion de Monod.

Se resolvio el modelo de Monod por el método integral. Las deducciones de las
ecuaciones utilizadas se encuentran en el anexo 5

Primero para obtener el factor de rendimiento de sustrato en producto: se grafico la
biomasa vs (sustrato inicial-sustrato a un tiempo determinado), la pendiente de esta
grafica nos da el valor del factor de rendimiento (ver anexo 6).

Lo anterior con base a la ecuacion X=Xo+Yx/s(So-S)

Con este valor podemos conocer la constante a=Yws/Xo
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Posteriormente se grafica (1/t)In(S/So) vs (1/t) In (14+ad) de la ecuacion

%lnSS—O = b%ln(l + ad) — c veranexo 5y 6.

La pendiente nos dara el valor de b, mientras que la interseccion nos dara el valor
de c, y con esos datos podemos conocer la velocidad especifica maxima de
crecimiento um y la concentracion del sustrato a una velocidad especifica de
crecimiento Ks. Ver anexo 5y 6.

De acuerdo con el articulo los mejores valores de a,b y ¢, asociados con la mejor
linea recta obtenida, son seleccionados como los mejores estimativos y utilizados
en la evaluacion de pm y Ks.

Por lo que pm=c/(b-1) y Ks=((1/a)+Ss)/(b-1).
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V RESULTADOS Y DISCUSION DE
RESULTADO

5.1 CARACTERIZACION
5.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo de los antibioticos

Los espectros de infrarrojo de cada antibidtico se analizaron para conocer los

principales grupos funcionales, para ello se utilizé un infrarrojo Nicolet modelo 550
intervalo de 400 — 4000 cm-1.

Durante la experimentacion se tuvo un problema con el estandar de penicilina,
debido a que, al pedir un nuevo frasco de estdndar con el mismo proveedor y
namero de CAS, el producto recibido resulté ser diferente, como se evidencia en los
espectros de la Figura 16. Al indagar en el origen de cada estandar se encontré que
el primer estandar fue hecho en China, mientras que el segundo es de Israel.
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Figura 16: Espectro infrarrojo de penicilina a) estandar de Israel y b) estandar de
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Figura 17: Infrarrojo de la ceftriaxona.

Tabla 6: Grupos funcionales de ceftriaxona.

Grupo funcional

NUmero de ondacm-
1

-NH-

-C=C-

CHs

-S-

Tension C=0
COOH
C=0 anillo con tencion
betalactamico
~C=NH
~.C=N-C
-C=C

-N--

3100-3400, 1550, 1240
3150
3175, 1350

2500 y 740

2100-2200
1700-1800, 1200
1700-1800 , 1250

1650
1600
1400

1000-1050
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Figura 18: Infrarrojo de la dicloxacilina.

Tabla 7: Grupos funcionales de dicloxacilina.

Grupo funcional

NUmero de onda cm?

-NH-

Cc=C

CHs

-S-

Tension C=0
COOH
C=0 anillo con tencion
betalactamico
Benceno trisustituido
CHs-C
Tension C-H
-N.-
C-O-H

Cl

3100-3400, 1550, 1240
1650
1400

2500 y 740

2100-2200
1700-1800, 1200
1700-1800 , 1250

3000-3100, 1200,1500, 1850, 1600
3000
2900
1100
3500-3550

750
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5.1.2 Espectroscopia Ultravioleta

Se realizaron pruebas de solubilidad en agua, agua con acido férmico, metanol y
acetonitrilo para elegir las fases maviles a usar con base en la literatura. Se observo
que Penicilina no presenta un maximo de absorbancia incluso al disminuir la
concentracion, como se observa en la Figura 19, por lo que se decidié usar la
longitud de onda de 220 nm como lo marca la farmacopea, debido a que a esta
longitud de onda se encuentra el anillo betalactamico.

14
3
:
2H

26/

4

»>— Penicilina agua 50ppm

»— penicilina agua acido formico 0.005%
»— penicilina metanol

»— penicilina acetonitrilo

»— penicilina fase movil

Figura 19: Espectro UV de 50 pg/mL de penicilina con agua, metanol, acetonitrilo y

acido formico 0.05%.

En el caso de la dicloxacilina el comportamiento es algo similar al de la penicilina a
concentraciones altas y al disminuir la concentracion se ve un maximo entre 215 nmy 220
nm. Y debido a que el anillo betalactdmico se lee a 220 nm se decidio leer a esta longitud

de onda.

N

»— dicloxacilina agua

>— dicloxacilina metanol

»— dicloxacilina acetonitrilo

»— dicloxacilina agua cido formico 0.005%
»— dicloxacilina fase mévil
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Figura 20: Espectro UV de 50 pg/mL de dicloxacilina con con agua, metanol,
acetonitrilo y acido férmico 0.05%.

Por otro lado, en el caso de ceftriaxona en agua presenta un maximo a 240 nm lo cual
coincide con la farmacopea.

L 2]

»— ceftriaxona agua

»— ceftriaxona agua acido formico 0.005%
»— teftriaxona metanol

» - teftriaxona fase mavil

;w ﬂ :24011':1

]
| I

Figura 21: Espectro UV de 50 pug/mL de ceftriaxona con agua, metanol, acetonitrilo
y acido férmico 0.05%.

Se concluye que penicilina y dicloxacilina se leeran a 220 nm y ceftriaxona a
240 nm

5.1.3 Solubilidad de los antibi6ticos

En las Tablas 8, 9 y 10 se observa la solubilidad de los tres antibioticos en
diferentes solventes. Donde se muestra que la penicilina y dicloxacilina son
solubles en agua, metanol y acetonitrilo. Sin embargo, la ceftriaxona es
insoluble en acetonitrilo.
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Tabla 8: Solubilidad de 50 ug/mL de penicilina sodica y pH.
Disolvente pH1 pH2 pHa3 pH
promedio
Agua 5,60 5.59 5.59 5.59
Agua acidificada 3.06 3.10 3.09 3.08
Metanol 6.90 6.91 6.89 6.9
Metanol agua acidificada 0.005 3.70 3.71 3.72 3.71
%
Acetonitrilo 8.09 8.10 8.07 8.09
Tabla 9: Solubilidad de 50 pg/mL de ceftriaxona y pH.
disolvente pH: pH2 pHz pHpromedio
Agua 6.23 6.30 6.34 6.29
Agua acidificada 319 320 321 3.2
Metanol 757 742 741 7.47
Metanol agua acidificada 0.005% 3.90 3.91 3.93 3.91
Acetonitrilo no soluble

Tabla 10: Solubilidad de 50 pg/mL de dicloxacilina y pH.

disolvente pH1 pH2 pHsz: pHpromedio
Agua 5.17 5.20 5.20 5.19
Agua acidificada 3.12 3.11 3.12 3.12
Metanol 6.95 6.91 6.94 6.93
Metanol agua acidificada 0.005 % 3.61 3.60 3.62 3.61
Acetonitrilo 7.47 740 7.43 7.43
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5.1.4 Montaje del método analitico

Con base a los datos de solubilidad se probaron diversas fases mdviles y cuatro
diferentes columnas, para encontrar la mas adecuada para el método analitico, las

condiciones para la cuantificacion de cada antibiotico se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Condiciones cromatografias para farmacos por separado.

Farmaco Longitud Fase movil Flujo Columna
de onda (mL/min)
(nm)
Penicilina G 220 Metanol- 1 Eclipse
agua con XDB C18
acido férmico 5 um 4.6x
0.05 % 250mm
(60:40 viv)
Dicloxacilina 220 Metanol - 1 Eclipse
agua con XDB C18
acido formico 5 um 4.6x
0.1 % (60:40 250mm
VIv)
Ceftriaxona 240 Metanol- 1 Eclipse
agua con XDB C18
acido férmico 5 um 4.6x
0.05 % 250mm
(30:70 viv)

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la validacion de los tres antibioticos,
los cuales indican que todos los parametros evaluados cumplen con los criterios de
aceptacion de la (Guia de Validacion de Métodos Analiticos, 2009) del Colegio
Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos de México A.C. Por lo que el método

de cuantificacion es preciso, exacto y confiable.
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Tabla 12: Validacion de Antibidticos.
Parametro Penicilina Dicloxacilina Ceftriaxona Criterio de
aceptacion
Limite de deteccion 90 ug/mL 0.1 pg/ mL 0.3 pg/mL
Limite de cuantificacion 300 pg/mL 1.0 pg/ mL 1.0 pg/mL
Linealidad del sistema r2 =0.992 r2 =0.9993 r2=0.9991 r2=0.98
Linealidad del método r2=0.997 r2 =0.9991 r2=0.997 r2>0.98
CV=1.26 CV 1.24 Cv=1.12 CVsh
Precision del sistema Cv=2.8 Cv=1.18 CV=0.46 <3
Adecuabilidad del CVv=1.25 CV=0.85 Cv=1.17 Cv=2
sistema T=1.05 T =1.45 T=1.08 T<2
N=5900 N=4025 N=5600 N>1000
Exactitud y CV=4.53 Cv=1.9 Cv=1.31 Cvsh
repetibilidad
Precision del método Cv=2.84 Cv=1.27 Cv=1.09 CVsh

5.2 OBTENCION DE CEPAS Y CARACTERIZACION BACTERIANA

En la Figura 22 se aprecia la toma de muestra en el afluente del hospital, la cual se
realizé en el 2016 con base en la NMX-AA-003-1980 (Rivera Gutiérrez, 2016).
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Figura 22: Fotografias del muestreo(Rivera Gutiérrez, 2016).

Se trabajo con seis de las 13 cepas que habia en el laboratorio de microbiologia,
debido a que el resto de las cepas habia mutado o se contaminaron, solo seis
conservaron sus caracteristicas i