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Resumen
La presencia y persistencia de productos farmacéuticos en la cadena alimentaria, especialmente en los
cultivos alimentarios, puede tener efectos negativos sobre la salud humana y el medio ambiente. El
acetaminofén en particular es un contaminante ambiental importante debido a su uso generalizado. El
objetivo de este trabajo fue determinar la degradacion del acetaminofén (ACE) por bacterias endofitas
provenientes de lechuga de 3 municipios de la Sabana de Bogota (Cota, Mosquera y Funza). Para este
proposito, los endofitos de lechuga se seleccionaron en medio minimo de sal que contenia
acetaminofén, la degradacion del farmaco se realizd por HPLC y las bacterias se identificaron por
secuenciacion del gen 16s rRNA. Las bacterias Klebsiella sp Llcp y Klebsiella pneumoniae L2cp
utilizan acetaminofén como fuente de carbono y energia para su crecimiento. Las cepas Llcp y L2¢cp
degradaron el 20 % y el 70 % del acetaminofen a 50 mg/l en 60 h. La adicion de glucosa afecto la
degradacion de la ACE, ya que la degradacion de Llcp aumentd en un 33 % y la de L2¢p disminuy6
en un 53 %. Estos resultados sugieren el potencial de las bacterias endofitas de la lechuga para

degradar el acetaminofén y un posible mecanismo de proteccion o detoxificacion de sustancias

exdgenas en las plantas.
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Abstract

The presence and persistence of pharmaceuticals in the food chain, especially in food crops, can have
negative effects on human health and the environment. Acetaminophen in particular is a significant
environmental pollutant due to its widespread use. The objective of this work was to determine the
degradation of acetaminophen (ACE) by endophytic bacteria from lettuce from 3 municipalities of the
Sabana de Bogota (Cota, Mosquera and Funza). For this purpose, lettuce endophytes were selected in
minimal salt medium containing acetaminophen, drug degradation was performed by HPLC, and
bacteria were identified by 16s rRNA gene sequencing. The bacteria Klebsiella sp Llcp and
Klebsiella pneumoniae L2cp use acetaminophen as a carbon and energy source for their growth.
Strains L1cp and L2cp degraded 20% and 70% of acetamiphone at 50 mg/l in 60 h. Glucose addition
affected ACE degradation, with L1cp degradation increased by 33% and L2cp degradation decreased
by 53%. These results suggest the potential of lettuce endophytic bacteria to degrade acetaminophen

and a possible mechanism of protection or detoxification of exogenous substances in plants.

Keywords: Degradation, endophytic bacteria, acetaminophen, lettuce.
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INTRODUCCION

Los recursos naturales estan cada vez mas contaminados debido al crecimiento de la poblacion
y el desarrollo industrial. En la actualidad, la falta de agua afecta el 40% de la poblaciéon mundial, lo
que representa a unos 844 millones de personas sin agua, y este nimero aumenta cada afio (Montes.,
et al 2017; Fagan., et al 2019). Ademas, existe una alta demanda de agua a nivel mundial, la cual se
espera que aumente en un 50% para el 2030 debido a las necesidades de la poblacion (UNESCO,
2020). Siendo, la agricultura de gran importancia al consumir un promedio del 70% del agua extraida
del mundo, y se espera que la competencia por el agua se intensifique en el futuro, ejerciendo una
presion particular sobre esta. (Banco Mundial, 2017).

Para cumplir la demanda de agua en la agricultura, las aguas residuales tratadas (aguas
residuales recuperadas), se emplean para riego de cultivos y otros paisajes (Dickin et al., 2016; Ofori
et al., 2019). En Israel, mas del 85% de las aguas residuales se usan hoy en dia para riego, esto
representa mas del 50% del volumen total para riego (Carter et al., 2019). No obstante, el uso de aguas
residuales tratadas es una de las mayores rutas de contaminacion de los alimentos, la cual contiene
diversos contaminantes como los son compuestos organicos, los microorganismos patogenos y los
metales pesados (Khalid et al., 2018; Adegoke et al., 2018). Se reporta que a nivel mundial, el 65% de
todas las tierras de cultivo irrigadas dentro de los 40 km rio abajo de las areas urbanas dependen en
gran medida de los flujos de aguas residuales tratadas, lo que podria exponer a unos 885 millones de
residentes urbanos a posibles riesgos para la salud (Damania et al., 2019).

Los contaminantes detectados en los agroecosistemas, incluyen los contaminantes de
preocupacion emergente (CPE). Se trata de compuestos de distinta indole, presentes en
concentraciones de pg/L - ng/L y su presencia ha sido informada con frecuencia, por lo cual existe un
fuerte interés por sus posibles efectos (Riemenschneider et al., 2016). Entre los CPE de mayor interés
y estudiados se encuentran los compuestos farmacologicamente activos (CFAc) estos a menudo se
identifican en la forma del compuesto original o como un producto de transformacion, se ha
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informado que muestra una fuerte tendencia a adsorberse, acumularse y persistir en las plantas

(Christou et al., 2016). La adsorcion de los CFAc en las plantas esta relacionado con el genotipo de la
planta y con las propiedades fisicoquimicas de los CFAc (Moreno et al., 2015). La acumulacion
potencial de los CFAc en diferentes organismos terrestres o acudticos, junto con su consiguiente
entrada en las cadenas alimentarias humanas, es visto como un tema prioritario que requiere
investigacion intensiva por su potencial peligro para la salud publica y para la calidad de los cultivos
(Wu et al., 2014).

Se ha informado que las hortalizas de hoja tienen la mayor capacidad para absorber y
bioacumular contaminantes emergentes en sus tejidos comestibles. Las hortalizas de hoja no tienen
barreras para la translocacion de CFA desde su absorcion por las raices hasta sus partes comestibles,
es decir, las propias hojas, que muestran concentraciones y factores de bioacumulacion mas altos que
otras partes de la planta.(Christou et al., 2019; Sungur et al., 2022). Siendo la lechuga la planta mas
comun que absorbe productos farmacéuticos, estos pueden ser absorbidos por las raices y
posteriormente transportados y acumulados en las hojas. Por lo tanto, esto proporciona un camino para
los productos farmacéuticos a través de la cadena alimentaria que, dependiendo de la concentracion,
podria representar un riesgo potencial para la salud humana cuando este frondoso cultivo se riega con
agua regenerada.(Wu et al., 2012; Ponce et al., 2022). La lechuga puede bioacumular carbamacepina
y triclosan en sus hojas hasta 0.60 pg/g, como también ibuprofeno hasta 0.073 pg/g y diclofenaco
hasta 0.118 pg/g (Kovacs et al., 2020; Christou et al., 2019).

Dentro de los CFAc con mas frecuencia detectados, se encuentra el acetaminofén (ACE), es
actualmente uno de los farmacos antiflogisticos disponibles sin receta mas utilizados en todo el mundo
(Wu et al., 2012). Quimicamente, el acetaminofen consta de un nucleo de anillo de benceno sustituido
por un grupo hidroxilo y el 4&tomo de nitrégeno de un grupo amida en la posicion (1,4) (Wu et al.
2012). Se estima que el mercado mundial de acetaminofén se valore en $126 millones en el 2022
debido a la pandemia de COVID-19 y se prevé a $121 millones para el 2028 (Globenewswire, 2022).

El ACE se considera uno de los contaminantes de mayor crecimiento en el planeta con
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concentraciones de hasta 200 pg/L en efluentes de aguas residuales y 28.70 pug/L en aguas

superficiales (Nieto-Juarez et al., 2021). El ACE se ha detectado en efluente de aguas residuales de la
planta de tratamiento de aguas (PTAR) de Bogota (Colombia) a concentracion de 29.66 pg/L (Botero
et al., 2018). A pesar que el ACE esta clasificado como un farmaco pseudo persistente, este se libera
regularmente al medio ambiente, lo que significa un problema de relevancia para la salud humana y el
ecosistema. En sujetos sanos, del 85 al 95% de una dosis terapéutica se elimina en la orina dentro de
las 24 h (Natarajan et al., 2022; Gondi et al., 2022). Leitdo y colaboradores (2021) detectaron ACE
en raices y hojas de lechuga con valores de 4.40 pg/g y 3.46 pg/g, respectivamente. También
evidenciaron que el ACE en concentraciones de 1 mg/L y 5 mg/L afectaron significativamente los
niveles de azflicares, porcentaje de humedad, clorofila e indujo estrés oxidativo en plantas de lechuga.
Por lo tanto, la alta concentracion del ACE en aguas tratadas y su capacidad de bioacumularse en la
lechuga, ha conducido a diferentes métodos para remover efectivamente este farmaco en agua de
riego.

Actualmente, los tratamientos convencional secundario (lodos activados) y terciario
(filtracion) de las PTAR son ineficientes para eliminar la mayoria de los CEC (Rizzo et al., 2015;
Krzeminski et al., 2019) y, por lo tanto, las aguas residuales de las plantas son una de las principales
fuentes de CEC que ingresan al ecosistema (Petrie et al., 2014). Existe una amplia gama de métodos
de tratamiento avanzados para suprimir los CEC de las aguas residuales, como la adsorciéon con
carbon activado, la ozonizacion y la filtracion por membrana; asi como nuevas técnicas que no han
sido ampliamente implementadas, como los procesos de oxidacion avanzada (Eggen et al., 2014). Sin
embargo, estos métodos suelen ser dificiles de implementar a gran escala debido a las duras
condiciones de reaccion, la generacion de contaminantes secundarios y los altos costos operativos
(Chen et al., 2010; Ma et al., 2021). Por el contrario, la biodegradacion de xenobioticos se considera
una opcidén econdmica, respetuosa con el medio ambiente y con el potencial de eliminar productos
finales (Chen et al., 2010; Hasan et al., 2011). La eficiencia de la biorremediacion depende del

contaminante y la concentracion, el medio ambiente y disponibilidad para los microorganismos.
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También requieren condiciones ambientales de crecimiento adecuadas como temperatura, pH, fuente

adicional de carbono y concentraciones apropiadas de los contaminantes para inducir las enzimas
deseadas (Kumar et al., 2011; Singh & Kumar et al., 2016). Sin embargo, la implementacion de la
biorremediacion todavia es obstaculizada por una comprension incompleta de las caracteristicas
genéticas, las vias metabolicas involucradas, la cinética del inoculante y la extension en el tiempo de
degradacion por una adaptacion a concentraciones crecientes de contaminaciones por los
microorganismos (Madhavi et al., 2012; Singh & Kumar et al., 2016; Luka et al., 2018).

Existe un limitado nimero de géneros bacterianos capaces de degradar el acetaminofén. Entre
los que se encuentra la cepa Pseudomonas aeruginosa la cual degradd ACE en concentraciones de
hasta 2.2 g/l y por lo tanto, logro utilizarlo como una fuente de carbono (Zhang et al., 2013). También
a sido reportado que una comunidad microbiana de suelo degradado el ACE a una concentracion de
50 mg/L, en la cual se aislé Rhodococcus erythropolis con la capacidad de degradar las mayores
concentraciones del farmaco (Akai et al., 2016). Asimismo, de lodos activados se aisl6 una
Pseudomonas moorei KB4 que pudo degradar hasta 50 mg/L de ACE (Zur et al., 2018). De Gusseme
y colaboradores (2011) informaron que Delftia tsuruhatensis y Pseudomonas aeruginosa, aisladas de
la biomasa de un biorreactor de membrana, degradaron ACE.

La degradacién de contaminantes por microbios es un rasgo evolutivo por el cual los
microbios sobreviven en presencia de contaminantes utilizdndose como fuente de carbono, fosforo,
azufre o nitrogeno (Tétard et al., 2016). Esta capacidad de los microbios se aprovecha ampliamente
para la biorremediacién de contaminantes. Las bacterias que colonizan los tejidos internos de las
plantas sin causar infecciones sintomaticas o efectos negativos en su planta huésped se conocen como
bacterias endofitas (Schulz & Boyle., 2006). Los endofitos bacterianos tienen la capacidad de
desencadenar cambios fisioldgicos que ayudan al crecimiento y desarrollo de la planta (Conrath et al.,
2006). Son usadas en biorremediacion para descomponer xenobiodticos y conferir resistencia a la
planta en suelos y aguas contaminadas (Ijaz et al., 2015; Feng et al., 2017), pueden degradar

xenobidticos de forma individual o sinérgica con la planta (Newman et al., 2005) para disminuir la
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concentracion de contaminantes en los ecosistemas (Khan et al., 2013) e interior de la planta, lo que

reduce los efectos toxicos en la planta y la fauna herbivora (Ryan et al., 2008). Por ejemplo, la
inoculacion de la planta Leptochloa fusca con bacterias endofitas Pantoea stewartii, Mycobacterium
arborescens y Enterobacter sp mejoro el crecimiento de L. fusca mientras ayudaba en la eliminacion
de contaminantes de las efluentes de agua (Ashraf et al., 2018). Sin embargo, la mayoria de estudios
de biodegradacion de CFA utilizando bacterias endofitas, se desarrollan en humedales artificiales a
escala de laboratorio sin profundizar en el papel que podrian cumplir los microorganismos endofitos.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue establecer la capacidad de degradacion del acetaminofén
por bacterias endodfitas obtenidas de lechuga de la Sabana de Bogoté. Para esto se seleccionaron dos
cepas de bacterias endofitas de lechuga con capacidad de utilizar el ACE como fuente de carbono, se
determiné la degradacion del acetaminofén por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y se
identificaron las cepas por secuenciacion parcial del gen 16S rRNA.

MATERIALES Y METODOS

El estandar de ACE grado HPLC se adquirié de la marca Sigma Aldrich. Para los ensayos de
degradacion se us6 ACE comercial en pastilla de la marca AG FARMA S.A. Las soluciones se
prepararon con agua ultrapura con una resistividad de 18 MQ a 25 °C, obtenida con un equipo Stake
Pure Milli-Q. El medio minimo de sales (MMS) a pH 7 £ 0.3 contenia (g/L): 1.0 NH,NOs; 0.5 NaCl;
0.2 MgS0O, 7H,0; 0.5 KH,PO, y 1.5 K,HPO, (Li et al., 2008) grado reactivo se obtuvieron de Merck,
al igual que la glucosa. La solucion se prepard en agua destilada y se esterilizé a 121 °C por 15 min.
Reactivacion, conservacion y seleccion de cepas bacterianas.

Se reactivaron nueve cepas del cepario del laboratorio de microbiologia de la Universidad
Antonio Narifio, las cuales fueron aisladas de hoja de lechugas de tres diferentes zonas de la sabana de
Bogoté, en Cota (cp), Mosquera (lv) y Funza (fu). Los nueve aislamientos se sembraron en agar
nutritivo a 30°C por 24 h. Estas cepas se crid-preservaron en caldo nutritivo y glicerol al 50%. Las
nueve cepas fueron sembradas en agar MSM con 50 mg/L de ACE como unica fuente de carbono por

duplicado y en agar nutritivo mas ACE a 50 mg/L, también por duplicado. Los medios se incubaron a
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30 °C por 24 h. Se seleccionaron dos cepas que demostraron Optimo crecimiento y supervivencia, las

cuales fueron asignadas como Llcp y L2cp. Con las cepas seleccionadas se prepararon pre-indculos
en MMS liquido con 1g/L de glucosa, para inocular los tratamientos de crecimiento y degradacion.
Los pre-inoculos se incubaron en un agitador rotativo a 150 rpm a 30 °C por 24 h (Chopra et al.,
2020). Luego, las bacterias se centrifugaron a 8300 rpm durante 5 min (Verma et al., 2018), los
sedimentos se resuspendieron en MMS y se ajustdé a 0.5 absorbancias a 600 nm mediante un
espectrofotometro tipo UV/VIS (Shanghai Mapada Instruments Co). Medio no inoculado se utiliz6
como control.

Los tratamientos de crecimiento y degradacion correspodieron a: 1) Glucosa a 1 g/l (GLU
1g/L), 2) Glucosa a 79 mg/L (GLU 79 mg/L), 3) Acetaminofén a 50 mg/L (ACE 50 mg/L) y 4)
Acetaminofén a 50 mg/L con Glucosa a 1g/LL (ACE 50 mg/L + GLU 1 g/L). Los tratamientos se
realizaron en frascos &mbar de 250 ml que contenian 100 ml de MMS inoculado con cada cepa.
Curva de crecimiento bacteriano.

Se establecid la curva de crecimiento para las cepas Llcp y L2cp utilizando los cuatro
tratamientos mencionados. Los medios con el 1% de indculo se incubaron a 150 rpm durante 60 h a
30 °C. Cada 12, 24, 48 y 60 h se tomaron asépticamente alicuotas de 1 ml para el seguimiento del
crecimiento bacteriano a 600 nm (Ouartsi et al., 2019). Los controles fueron medios no inoculados con
la misma concentracién de glucosa y ACE, respectivamente. Todos los experimentos se llevaron a
cabo por duplicado.

Degradacion de acetaminofén por las cepas L1cp y L2cp.

Se realizaron ensayos por duplicado con los tratamientos tres (ACE 50 mg/L) y cuatro (ACE
50 mg/L + GLU 1 g/L) para establecer la capacidad de las cepas Llcp y L2cp para degradar el ACE
como Uunica fuente de carbono y determinar el efecto de una fuente externa de carbono como la
glucosa. Los medios se incubaron a 150 rpm durante 60 h a 30 °C; cada 0, 12, 24, 48 y 60 h, se tomo
asépticamente una alicuota de 1 ml para el seguimiento de ACE por HPLC. Los controles fueron

medios no inoculados con la misma concentracion de glucosa y ACE, respectivamente. Todos los



URAN

Universidad
Antonio Narino

experimentos se llevaron a cabo por duplicado y en frascos dambar para evitar la posible

fotodegradacion del ACE (Bai et al., 2018).

Se utiliz6 un sistema HPLC equipado con una columna C18 (150 mm x 3 mm, 5 um) en un
equipo Shimadzu LC-20AT con un detector de arreglo de diodos SPD-M20A ajustado a 243 nm para
ACE. La fase movil contenia acetonitrilo: buffer de fosfatos pH 3.6 (50:50) a 25 °C en condiciones
isocraticas, con un flujo de 0.6 ml/min. Bajo estas condiciones, el acetaminofén se detecta a 1.3 min.
La concentracion de ACE se determiné con una curva de calibracidon para concentraciones entre 10 y
80 mg/L con soluciones estandar (ANEXO 1). Adicionalmente el tiempo de corrida fue de 10 min,
pero al no observar ninguna otra sefial o pico en el cromatograma, se disminuy6 el tiempo de corrida a
3 min cada una, para evitar gastos del equipo. Para validar el método analitico, a partir de las curvas
de calibracion se determind la linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ) para el ACE. Ademas se calculo el coeficiente de correlacion, la desviacion

estandar, el coeficiente de varianza (Datos no mostrados).

Identificacion taxonomica de cepas bacterianas (L1cp y L2cp) endofitas de lechuga empleando
la técnica de secuenciacion parcial del gen 16S rRNA.

Se extrajo el ADN gendmico de dos cepas capaces de crecer en ACE como tUnica fuente de
carbono, mediante el kit de extraccion QIAamp DNA Mini. El gen 16S rRNA de cada colonia se
amplifico mediante PCR utilizando el kit GoTaq® Green Master Mix con los cebadores 27F
(5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") (1 uM) y 1492R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3")
(1 uM). Las condiciones de PCR incluyeron 35 ciclos a 94 °C (30 s), 55 °C (30 s) y 72 °C (1 min),
con una extension final a 72 °C durante 7 min. EI ARNr 16S amplificado se visualiz6 en gel de
agarosa al 1%, se tifid con SYBR safe DNA gel stain, invitrogen. Los amplificados de ARNr 16S
fueron purificados y secuenciados mediante electroforesis capilar utilizando la quimica BigDye
terminator 3.1 de Applied Biosystems (Método Sanger). Las lecturas directa e inversa se recortaron y

ensamblaron utilizando BioEdit version 7.2.6.1 para producir una secuencia concenso de ARNr 16S.
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Luego, se consultd la secuencia contra la base de datos NCBI utilizando BLAST y se determind la

secuencia vecina mas cercana a la secuencia consultada (ANEXO 2).

RESULTADOS Y DISCUSION
Curva de crecimiento bacteriano.

La bacteria Llcp presentd mayor crecimiento en los tratamientos con glucosa (1 g/L) con
absorbancias de hasta 0.7 Abs (Fig. 3). Llcp crecio por debajo de 0.2 Abs a bajas concentraciones de
glucosa (79 mg/L) y ACE como tnica fuente de carbono. Similar comportamiento presentd L2cp (Fig.
4), la cual mostré mayor crecimiento con los tratamientos de glucosa (1g/L) y creci6 por debajo de 0.2

Abs con bajas concentraciones de glucosa (79 mg/L) y ACE como tnica fuente de carbono.
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Figura 3. Crecimiento bacteriano de la cepa Llcp en medio minimo con glucosa (1 g/L y 79 mg/L) y

acetaminofén (50 mg/L y 50 mg/L de ACE + GLU 1 g/L).
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Figura 4. Crecimiento bacteriano de la cepa L2cp en medio minimo con glucosa (1000y 79 mg/L) y

acetaminofén (50 mg/L y 50 mg/L de ACE - GLU 1000 mg/L).

El crecimiento bacteriano en el tratamiento 1 (GLU 1 g/L) tuvo un comportamiento
exponencial hasta los tiempos de 24 h y 12 h, para las cepas Llcp y L2cp, respectivamente. La
glucosa suele ser la principal fuente de azlicar para el metabolismo bacteriano y un factor limitante en
los cultivos bacterianos que debe ser optimizado para el crecimiento celular saludable (Maier et al.,
2015). La concentracion de 1 g/L (5.5 mM), es la concentracion minima que se utiliza en los medios
de cultivo, ya que se aproxima a los niveles normales de azucar en sangre, por lo tanto es la
concentracion minima que se necesitan las bacterias para un buen crecimiento, por lo tanto podemos
observar un crecimiento optimo de las dos cepas (Koobotse et al., 2020). Para el tratamiento 4 (50
mg/L ACE + 1 g/ GLU), hubo un crecimiento similar al del tratamiento 1, con una ligera
disminucion, posiblemente por los excipientes de la solucion madre del acetaminofén, lo que puede

afectar el crecimiento de las bacterias (Akin et al., 2020; Zengin et al., 2014). Para el tratamiento 2 (79
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mg/L) el cual proporciond la misma concentracion de carbono (31.6 mg/L) que los 50 mg/L de ACE

del tratamiento 3, este permitio una comparacion entre los tratamientos. Se logrd determinar que el
crecimiento de las dos cepas, en los tratamientos 2 y 3, nos indica que la fuente de carbono no era
suficiente para un buen crecimiento bacteriano. Rouibah y colaboradores (2021) reportaron que a una
mayor concentracion de acetaminofén (400 mg/L) sin ninguna fuente de carbono adicional permito
que Pseudomona putida crezca a una densidad Optica mayor a 1.0. Lo que nos indica que
posiblemente a una mayor concentracion de ACE, podria aumentar el crecimiento de la cepas,
aumentando el nimero de bacterias y asi mismo, posiblemente pueda eliminar mas rapidamente el
acetaminofén y con mejor eficiencia.
Degradacion de acetaminofén por las cepas L1cp y L2cp.

Los tratamientos 3 (50 mg/L de ACE) y 4 (50 mg/L de ACE + 1 g/LL GLU) se evaluaron
sobre la degradacion de acetaminofén. La cepa Llcp disminuyd un 20% de ACE después de 60 h,
mientras, la cepa L2cp degrado el 75% de ACE después de las 60 h para el tratamiento 3. En
presencia de glucosa (tratamiento 4) aument6 la degradacion a 33% de ACE , sin embargo para L2cp
disminuy¢ la degradacion a 53% después de 60 h (Fig. 5 y 6). Esto demuestra que la degradacion del
ACE es influenciado por una fuente de carbono extra como la glucosa y la importancia de exponer

previamente a las cepas al acetaminofén para activar el metabolismo y aumentar la degradacion.
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Figura 5. Porcentaje de degradacion de ACE por la cepa Llcp. Tratamientos 3 (50 mg/L de ACE) y
preinoculo 4 (50 mg/L de ACE - GLU 1g/L).

La disminucion del 20% del acetaminofén en MMS sin glucosa demuestra que L1cp utiliza
como Unica fuente de carbono el acetaminofén. Pero en presencia de glucosa puede aumentar la
degradacion a un 33% hasta el tiempo 60h, algo que es muy comln en algunas bacterias como
Pseudomonas aeruginosa, Pantoea sp y Pseudomonas sp (Khan et al., 2009; Wadhah et al., 2018). Es
posible que el acetaminofén se consuma de forma simultanea con la glucosa, por tanto, un aumento de
la concentracion de glucosa puede incrementar la tasa de degradacion del farmaco (Wadhah et al.,
2018). Incluso, aumentar la poblacion bacteriana y por lo tanto, disminuir el tiempo de degradacion
(Horemans et al., 2013).

El acetaminofén puede ser transformado en alguna via del metabolismo de la bacteria. Por
ejemplo, Pseudomonas aeruginosa y Stenotroohomonas sp degradan acetaminofén, el cual fue

informado por dos vias : 1) el acetaminofén es catalizado inicialmente por una amidohidrolasa con la
14
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liberacion de acetato para producir 4-aminofenol, en el que el grupo amino se reemplaza por un grupo

hidroxilo para formar hidroquinona, luego de la fision del anillo, 2) en el segundo caso, la
hidroxilacion inicial del paracetamol podria potencialmente ser catalizada por una enzima hidrolitica
para producir hidroquinona con una liberacién de acetamida, que luego podria convertirse en acido
oxdmico. De igual manera la ausencia de glucosa no provoca la detenciéon del proceso de

biodegradacion (Zhang et al, 2013; Chopra et al, 2020).
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Figura 6. Porcentaje de degradacion de acetaminofén por la cepa L2cp. Tratamientos 3 (50 mg/L de
ACE) y tratamiento 4 (50 mg/L de ACE - GLU 1g/L).

Al contrario, L2cp con glucosa disminuyo6 la degradacion del ACE de 75% a 53%. Esto
podria deberse a que la glucosa puede afectar el metabolismo bacteriano de L2cp para degradar el
acetaminofén. La mayoria de las bacterias utilizan varios sustratos como fuente de carbono de forma

jerarquica. La presencia de una fuente de carbono preferida como la glucosa impide la expresion de
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genes relacionados con el sistema catabolico que permiten a las bacterias utilizar un sustrato

secundario en este caso el ACE. Este tipo de regulacion se conoce como represion de catabolitos de
carbono (RCC). Por lo cual reduce la actividad de la degradacion del ACE, inhibiendo la expresion y
la activacion de diferentes rutas metabolicas para el uso de una fuente de carbono secundaria ante una
fuente de carbono primaria como la glucosa, la cual es la principal fuente de carbono para los seres
vivos, por lo tanto las bacterias preferiran metabolizar la glucosa, ya que requiere menor energia y es
mas sencillo consumirla (Székol et al., 2014). Bacterias como Cupriavidus sp y Comamonas
testosteroni pueden degradar diferentes contaminantes, las cuales se ven afectadas por la presencia de
otra fuente de carbono, en donde el mecanismo principal es que afecta la degradacion fue la RCC
(Horemans et al., 2017; Tiwari et al., 2020).
Identificacion taxonomica de las bacterias L1 cp y L2cp.

Las dos cepas son Gram-negativa y los productos de PCR mostraron una sola banda con un
peso molecular de aproximadamente de 1500 pb (Fig. 7). El BLAST sugirio que la cepa Llcp
presentd un 99 % similar a la cepa Klebsiella sp (LR025092.1) con un valor E de 4e-"". La cepa L2¢p

fue un 99 % similar a Klebsiella pneumoniae (OP536123.1) con un valor E 7e-°.
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Figura 7. Gel de agarosa al 1% con los productos de PCR del 16 rRNA de las bacterias Llcp y L2cp.
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Las Klebsiellas son habitantes del sistema digestivo de animales y humanos, las cuales pieden
ser bacterias endofitas de varios microbiomas vegetales (Brandl et al., 2006; Teplitski et al., 2011). La
Klebsiella puede estar en la microbiota de las lechugas, ya que puede proporcionar habitats para
diferentes microorganismos en donde puede formar relaciones beneficiosas con ella (Rastogi et al.
2012; Lopes et al., 2017). En la literatura no hay reportes Klebsiellas degradadoras de ACE. Sin
embargo, se ha reportado que son degradadoras de otros compuestos farmacologicamente activos.
Aissaoui y colaboradores (2017) demostraron que Enterobacter hormaechei aislada de lodos
activados, metaboliza diclofenaco (DCF) a una tasa de eliminacioén del 52.8%. En presencia de una
fuente externa de carbono (glucosa), la tasa de eliminacién aumento a aproximadamente el 82% a una
concentracion inicial de 10 mg/L de DFC después de 48 h. De igual manera, Klebsiella sp mineraliza
70 mg/l de DFC después de 72 h, también reportaron que tiene dos propiedades promotoras
crecimiento vegetal, como la solubilizacion de fosfato y actividad de ACC desaminasa. La
inoculacién con Klebsiella sp mejord significativamente el rendimiento del crecimiento, la produccion
de biomasa, la tasa de germinacion de semillas, entre otras en plantas de arroz (Oryza sativa L.) (Li et
al., 2020). Aunque se ha reportado que las plantas pueden metabolizar los contaminantes organicos,
gracias a sus enzimas oxidativas y reductivas, son organismos autétrofos, por lo cual, no dependen de
los contaminantes organicos como fuente de energia y carbono (Bittsanszky et al., 2011). Por lo tanto,
las plantas se benefician de sus bacterias endofitas asociadas para la degradacion de los contaminantes
organicos absorbidos por estas para evitar los efectos deletéreos del contaminante en las plantas
(Calderon-Preciado et al., 2012; Leitfio et al., 2021). Por ejemplo, Badar y colaboradores (2022)
mostraron una disminucion del 60.03% de ACE en plantas de espinacas tratadas con 200 mg/L de
ACE después de ocho dias. Ellos identificaron las cepas Burkhulderia, Sphingomonas, Pseudomonas,
Staphylococcus, Stenotrophomonas y Kocuria con potencial de degradar el ACE. Esto demuestra la
capacidad que tienen las bacterias endofitas de degradar los contaminantes emergentes que estan

presentes en las plantas, para asi evitar problemas para la planta (Afzal et al., 2014).
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CONCLUSIONES
Las cepas bacterianas endoéfitas de lechuga pueden degradar y asimilar ACE como tUnica
fuente de carbono. Endofitos como Klebsiella sp Llcp y Klebsiella pneumoniae L.2cp degradaron el
75% vy 20% del acetaminofén después de 60 h respectivamente. La adicion de glucosa influy6 en la
degradacion del ACE con un aumento del 33% para L1lcp y una disminucion en L2cp del 53%, las
cepas tuvieron diferentes comportamientos al estar en presencia de la glucosa, donde estos
comportamiento ya han sido reportados en la degradacion de contamiantes con bacterias. Por lo tanto,
estos endofitos de lechuga pueden ayudar a la planta a superar la fitotoxicidad y reducir el estrés
inducido por el ACE. Sin embargo no se podria afirmar si hay una mineralizacién completa del
farmaco o se transforme en productos intermediarios.
RECOMENDACIONES
e [Establecer si las cepas requieren de una adaptacion gradual al acetaminofén para aumentar su
potencial de degradacion y llegar hasta 100% de degradacion.
e Secuenciar el genoma bacteriano de ambas bacterias para poder establecer una via de
degradacion del acetaminofén.
e Determinar los mecanismo de represion de catabolitos de carbono, para la cepa L2cp.
e Evaluar las lechugas con los endofitos degradadores en la remocidon de contaminantes en agua
y suelo.
e Confirmar si hay mineralizacién del ACE vy si se transforma en otros metabolitos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Curva de calibracion de ACE para el seguimiento de su concentracion por HPLC.

Rango de cuantificacion de 10 mg/L a 80 mg/L.

Curva de calibracion de ACE
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ANEXO 2. Secuencias de consenso para la identificacion de las cepas Llcp y L2cp.
Secuencia consenso L1cp - Klebsiella sp

TCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCRGTCSRGCCGGKARCWCARAGGAG
MYTGCTCTCRGGTGAYRARCTGGMGGAMGGGTGRGKAATGWCTGGKMAASTGCMTSAT
GGCCCTTASGRGKAKRRCTACTGGAMACGGTAGCTAMWAY SGCATATACRWMGMRAGAS
CRAMSTSGSGAGASCWWGCGGRCCTCATRMMRTMWGWYGTAGYCCRGATKGGAKTAG
CTAGYARSTSGGGTAMTGGCTCAY SWAGKCGRMGATCSCTAGCTRRTCKKAGAKSATGAM
YAGCYACRSTGRATACTGWKMCACGGKCCTTGTASACWCCKMCSGKMRGCASCAGTGG
GGARTRGGTTGCAMAAKMRGYAGSWAGCCTGATG

Secuencia consenso L2cp - Klebsiella pneumoniae

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTT
GACATCCAGAGAACTTAGCASAGAKAGCTTTGGTGCYYTCGGGWGACKAGCKGMGGAC
RGGTGMKKMATGKCTGTCGKMARCTGCSTGWTGTGAAATGKTGGGWTAASTMCYGSAA
ACGGTAGCKMATACCGCWTAWCSTYKSWWGACCAAAGTGSGGKMCSKYCGGGMACTC
AWGCCAKSAGAYGTGCCCAGATGGGATWARCTGGAGKAAGGTGGGGTAATGRCGTCACC
TAGKCRWCGATGGCCCTWRCKRGTCTGAGAGGMTGACACACGTGCYACAMTGGMACTG
AKACAMRGWSMAGMSWCCTACGSGAGGCAGCARTGSGGAMCTMWTRMASWATGKGC
GYARKCCKGATKSGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGC

Y etard-Jones, C., Edwards, R., 2016. Potential roles for microbial endophytes in herbicide tol-
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