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RESUMEN

Los cuerpos de aguas superficiales de todo el mundo, incluido México, llegan a tener
presencia de microcontaminantes (MC), cuya caracteristica principal es su baja
concentracion en la que se encuentran: mg/L (ppm), Mg/L o ng/L (trazas). La
carbamazepina (CBZ) se encuentra dentro de este grupo y a la vez en un subgrupo
denominado como productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP, por sus siglas
en inglés); cuya caracteristica suele ser su persistencia a los tratamientos biol6gicos
dentro de las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR).

Los hongos de pudricion blanca (WRF, por sus siglas en inglés) son conocidos por poseer
un sistema enzimatico complejo, el cual le permite degradar MC con moléculas
complejas. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue comprobar la capacidad
degradativa de Schizophyllum commune en CBZ.

Los estudios de degradacion se realizaron en cultivos en lote con agitacion, a temperatura
controlada con una concentracién inicial de 5 mg/L del CBZ durante 33 dias, incluyendo
controles enddgenos y abidticos. La degradacion observada fue de 25.08% + 0.42 y fue
relacionada con la actividad microbiana evaluada mediante la produccién de CO2,
mientras que el aumento de carbono organico (COT) indico la posible produccion de
metabolitos que a su vez podrian haber interferido con el proceso degradativo. Por otro
lado, el nulo consumo de nitrégeno total (NT) fue corroborado con el minimo crecimiento
microbiano. De igual manera, no se observaron efectos inhibitorios en la respiracion de

S. commune por la presencia de la CBZ.

Se demostrd que Schizophyllum commune puede degradar CBZ, esta capacidad no habia
sido reportada previamente. Sin embargo, su potencial uso en tratamientos biol6gicos
requerira de estudios que puedan establecer las condiciones en que la limitada tasa de
degradacion observada en este estudio pueda ser mejorada y por consecuencia,
convertirse en una opcién viable para la remocion de este tipo de compuestos en
comparacion con un tratamiento fisicoquimico, el cual implica mayores gastos y en

ocasiones sin que exista una biotransformacion del MC.
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1. INTRODUCCION

Se estima que el 70% de los cuerpos de agua superficiales en México presentan algun
grado de contaminacion (CNDH-UNAM, 2018). Esta contaminacion se debe, en parte, a
que aguas residuales no tratadas provenientes de descargas de efluentes industriales y
municipales se vierten en estos cuerpos de agua. Ademas, se suman los efluentes
provenientes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) que no tienen una
calidad idonea después de su tratamiento debido al alto costo que estas involucran en
operacion y mantenimiento (Vidal-Alvarez, 2018). Este tipo de agua se considera agua
contaminada, ya que las sustancias persistentes o recalcitrantes introducidas antes y que
se mantienen durante el post tratamiento, ponen en riesgo la seguridad sanitaria para los
seres humanos, asi como para el uso agricola o industrial (Hernandez-Salazar et al.,
2017).

Durante el afio 2021 se registrd que la produccién en México de agua residual sin tratar
en el sector industrial estuvo alrededor de los 56.2 y 145.3 m®/s en el sector doméstico
(SEMARNAT, 2022), lo que representa el 25.3% y el 67.5% de aguas tratadas

respectivamente.

La composicion de este tipo de aguas se basa principalmente en la gran variedad de
contaminantes (Petrie et al., 2015) denominados ‘“contaminantes criticos”
(Tjandraatmadja & Diaper, 2006) y "contaminantes emergentes” (Deblonde et al., 2011),

nombrados asi, debido al peligro que representan a la salud publica y al medio ambiente.

Algunos de los compuestos que llegan a poseer este tipo de aguas residuales, son: metales
pesados, hidrocarburos, compuestos inorganicos nitrogenados, fosforo, materia organica,
grasas y aceites, plaguicidas, farmacos (excrecion o desechos) y productos de uso
personal procedentes de distintos sectores productivos (industrial, hospitalarios o
domeésticos) (Akpor et al., 2014; Garcia & Ortiz, 2018; Tejada et al., 2014; Bendz et al.,
2005). Por tal motivo, es necesaria la implementacion de tratamientos mas eficaces y

novedosos que mejoren los tratamientos convencionales en las PTAR del pais.

Muchos de estos compuestos tienden a ser contaminantes persistentes en efluentes
después del tratamiento en las PTAR y por consecuencia, llegan a ser encontrados en

aguas superficiales. Los farmacos y compuestos quimicos usados en la fabricacion de
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productos de cuidado personal pertenecen a este grupo de contaminantes, asi como sus
productos de degradacion (Patifio et al., 2014, Becerril et al., 2009).

Un subgrupo de contaminantes emergentes, son los microcontaminantes (MC), cuya
caracteristica principal es la baja concentracion en la que se encuentran: mg/L (ppm),
pg/L o ng/L (trazas). Los contaminantes emergentes en agua, incluidos los MC, se
consideran como aquellos productos quimicos que en su mayoria terminan en aguas
residuales y que hoy en dia describe a menudo la contaminacion del medio ambiente
acuatico (Kimmerer et al., 2011). Se consideran de tipo emergente debido a que no existe
una regulacién estricta o bien, no son sometidos a algun proceso de regulacion en el
medioambiente. En el caso de México, aln no existe una normatividad que regule este

tipo de contaminantes.

Los MC no son eliminados con eficacia en las PTAR convencionales, ya que no estan
disefiadas para su tratamiento. Se requiere de tratamientos especificos para garantizar un
mayor nivel de tratamiento y, por ende, una mejor calidad del agua. Adicionalmente, la
identificacion y cuantificacion de este tipo de contaminantes, a las concentraciones en las
que se encuentran en las aguas residuales tratadas, suele ser con técnicas analiticas
complejas debido a la sensibilidad que tienen respecto a las interferencias de otros
compuestos quimicos presentes en las aguas residuales (Akpor et al., 2014).

Se ha identificado que el problema con este tipo de compuestos es su impacto sobre la
salud y el medio ambiente. Mientras que en la fauna acuética tienden a bioacumularse en
los tejidos, ademés de afectar el metabolismo de algunas especies de peces (Garcia-
Becerra & Ortiz, 2018). Su presencia en agua potable es consecuencia de la deficiente
calidad en las descargas de aguas residuales puede llegar a ocasionar algunos problemas
de salud como dafios neurol6gicos, acumulacion en tejidos, cancer, disrupcion endocrina,
etcétera (Gil et al., 2012).

Por lo tanto, abordar el tratamiento de estos contaminantes con presencia en las aguas
residuales es un tema importante que conlleva a desarrollar nuevas técnicas de remocién
que sean efectivas. Esta garantia requiere eficiencias tanto en términos de rendimiento
como de costo, ademas de ser amigables con el medio ambiente y asi garantizar una mejor
calidad de aguas tratadas que por consecuencia, beneficiaria a una posible recuperacion
de lagunas, lagos, rios y hasta acuiferos. Algunos ejemplos de estas tecnologias son el

uso de las soluciones basadas en la naturaleza (SBN), sugeridas por la Organizacion de
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la Naciones Unidas (ONU, 2018), cuyo propdsito de usarlas es eliminar contaminantes
en el agua a bajos costos y una alta eficiencia (UNESCO, 2018).

Los procesos bioldgicos en el tratamiento de aguas residuales son los mas usados, debido
al uso de microrganismos que incluyen bacterias y/o hongos que gracias a sus capacidades
metabdlicas pueden biotransformar contaminantes a productos inocuos para el ambiente.
En el caso de sistemas fungicos, especificamente los hongos de pudricion blanca (WRF
por sus siglas en inglés) son una opcion factible debido al potencial que poseen en
comparacion con los procesos bacterianos. Esto se debe a que tienen mecanismos de
bioremediacion oxidativa y una tolerancia a las sustancias toxicas que se encuentran en

el medio ambiente (Asgher et al., 2008).

La biomasa fungica cuenta con la capacidad de eliminar un amplio espectro de
contaminantes organicos traza (COTr) (Asif et al., 2017) presentes en aguas residuales.
La maquinaria degradativa que tienen los WRF funciona gracias a enzimas no especificas.
Se ha observado que este tipo de sustancias constituyen un grupo de biocatalizadores con
la capacidad de catalizar la oxidacion y remocion de MC presentes en suelos y aguas
(Bilal et al., 2019) tales como: hidrocarburos; compuestos fendlicos; plaguicidas,
colorantes, farmacos, etc (Novotny et al., 2000; Kumar & Min, 2011; Tortellaet al., 2013;
Mir-Tutusaus et al., 2019; Bulai et al., 2017; Naghdi et al., 2018).

Por lo que, el uso de WRF o basidiomicetos de podredumbre blanca son una herramienta
a favor para la obtencion de aguas tratadas de mejor calidad (Mandhatri & Gorawala,
2018) y por consecuencia, agilizar la recuperacion de cuerpos de agua superficiales del
pais que sufren cierto tipo de contaminacion derivado de los compuestos antropogénicos.
Es por ello, que la utilizacion de estos microorganismos en conjunto con sistemas
ambientalmente efectivos (tratamientos bioldgicos) pueden llegar a ser eficientes en la
remocidn de contaminantes emergentes. Un ejemplo de ello es el biorreactor hibrido de
membrana en conjunto con Trametes versicolor cuya eliminacion de carbamazepina
(CB2Z) fue del 68% (Nasir et al., 2017).

Por tal motivo, el objetivo de este proyecto fue estudiar las capacidades de Schizophyllum

commune para degradar CBZ, un MC persistente en aguas residuales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Situacion de las plantas de tratamiento en México.

En México, la contaminacion hidrica es un problema ambiental serio y por consecuencia,
de salud publica. Los datos proporcionados por la Comision Nacional de Agua
(CONAGUA) en el periodo que abarca del afio 2017 al 2021 muestran esta problematica,
ya que se reportaron porcentajes bajos en el tratamiento de aguas residuales tanto
domésticas como industriales mediante plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) (Figura 1).

Porcentaje de aguas tratadas en México por
parte de las PTAR

70%

60%
50%
40%
B Municipal
30% BIndustrial

20%

10%

0%

2017 2018 2021

Figura 1 Porcentaje de aguas tratadas en México por parte de las PTAR.

Informacién tomada de Estadisticas del Agua de México versiones 2018, 2019 y 2022.

Tal y como se observa en la Figura 1, el tratamiento de estos efluentes no supera ni el
70% respecto a las aguas residuales municipales y en el caso de las aguas de tipo industrial
estan por debajo del 40% y el cual se redujo en el 2021 por debajo del 30% (SEMARNAT,
2018, 2019, 2022), una posible causa fue la pandemia COVID-19 que detuvo las

actividades econémicas del mundo, incluyendo las de tipo industrial.

Los problemas de baja eficiencia en més del 50% de las PTAR del pais que usan lodos
activados (SEMARNAT, 2019) pueden estar relacionados con el poco mantenimiento o
disefio erréneo que existen en ellas, lo anterior ocasiona que la remocién de materia

biodegradable en las aguas residuales municipales en forma de Demanda Bioldgica de
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Oxigeno (DBOs) solamente alcance el 19% aproximadamente (Inter-American Network
of Academies of Sciences (IANAS y UNESCO, 2019).

La disponibilidad del servicio de tratamiento de aguas residuales en México de 2018 al
2020 aumentd de 41 a 58% (INEGI, 2023), mientras que los sistemas bioldgicos que
emplean las PTAR en el pais fueron los mismos y su eficacia sélo llega a funcionar para
aguas residuales de tipo municipal donde la presencia de MC es menor en comparacion
con un agua residual industrial. Por lo tanto, el 41.0% restante de la poblacién que no
cuenta con ningun servicio de este tipo, descarga sus aguas crudas sin ningan tratamiento.
A nivel mundial, entre el 80 y 95% de las aguas residuales suelen ser descargadas en rios,
lagos y océanos, sin ningln tratamiento previo (SEMARNAT, 2018;). Por tal motivo, el
gran reto que tiene el mundo y México es el de producir aguas tratadas de calidad que
conlleven en un futuro a detener la contaminacion de cuerpos de aguas superficiales y asi

garantizar la perseveracion de flora y fauna acuética y el recurso hidrico mismo.

2.2 Danos ambientales y a la salud por presencia de

microcontaminantes.

Los contaminantes emergentes (CE) tienden a ser considerados perjudiciales para la salud
humana y el medio ambiente, ya que pueden causar diversos efectos negativos en los
organismos como puede ser la toxicidad cronica, disrupcion endocrina y bioacumulacién
en la fauna acuatica debido a las concentraciones en las que se encuentran (Patifio et al.,
2014; Becerril, 2009). Ejemplo de ello son los disruptores endocrinos (DE) que suelen
estar presentes en aguas residuales sin tratar, aguas residuales tratadas, rios receptores y
aguas superficiales. Este tipo de MC interfieren con la funcion normal de los sistemas
endocrinos de la vida silvestre y de los seres humanos. Esto ocurre a través de una
exposicion directa o indirecta mediante la cadena alimenticia. Tal es el ejemplo de la
feminizacion de embriones de gaviotas asociados con la exposicion al plaguicida

diclorodifeniltricloroetano, conocido como DDT (Bendz et al. 2005).

La problematica central de estos compuestos es que no todos han sido identificados o
regulados de modo que no sean perjudiciales a la salud. Unicamente el 17p-estradiol (E2),
17a-etinilestradiol (EE2) y del diclofenaco han sido regulados por la Comisién Europea,

cuyos limites maximos permisibles establecidos son de: 0.4, 0.035 y 100 ng/L,
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respectivamente (Petrie et al., 2015). Otro CE identificado es la CBZ, el cual se aborda a

continuacion.

2.3 Carbamazepina como microcontaminante en cuerpos acuaticos.

Los compuestos farmacéuticamente activos (PhAC) son parte de los MC persistentes en
cuerpos de agua superficiales (Clara et al., 2004). En los ultimos afios han sido
reconocidos como un importante riesgo para la salud de los seres humanos y de los
miembros en los ecosistemas terrestres y acuaticos. Ademas de que se han convertido en
una preocupacién y a la vez en un tema que esta llamando cada vez més la atencion tanto
en la comunidad cientifica como en la comunidad politica, derivado de los casos de
presencia de estos compuestos en el ciclo del agua (Meyer et al., 2016). Este tipo de
sustancias tienden a ser excretados a través de las heces y la orina de humanos, lo cual
facilita su transporte a receptores acuaticos, como lagunas, lagos, rios, mares y océanos.
La CBZ es parte de los PhAC y CDE. Es un medicamento usado para el control de la
epilepsia psicomotora y otros trastornos neurales. Esta es considerada un contaminante
emergente y persistente, el cual se caracteriza por su baja remocion en PTAR y
degradacion en cuerpos de agua superficiales (Clara et al., 2004; Cunningham et al.,
2010). Este tipo de molécula es bipolar (un extremo se disuelve con el agua y otro no) y
suele retenerse en sedimentos (Oetken et al., 2005), provocando dificultad en el

tratamiento del agua que lo contiene, con los procesos convencionales (Figura 2).

N

O)\NHQ

Figura 2 Molécula quimica de carbamazepina.

Otro dato importante de la CBZ es su resistencia a la atenuacion natural, considerado un
proceso esencial para eliminar la concentracion de productos farmacéuticos en el medio
ambiente. Este contaminante persistente es considerado un riesgo para la vida acuéatica y

para los seres humanos (Li, 2014). Por ejemplo, en el caso del insecto Chironomus
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Riparius midge se observo un aumento en la mortalidad de la especie en presencia de este
compuesto (Nasir, 2017).

2.4 Sistemas fungicos como tecnologia factible en el tratamiento de

aguas residuales y microcontaminantes.

La literatura propone tratamientos bioldgicos usando sistemas fungicos como una
herramienta poderosa y ya conocida para la biodegradacion de varios tipos de
contaminantes emergentes (Ahmed et al., 2017). Debido a que poseen un sistema
enzimatico complejo y una gran capacidad de tolerar contaminantes tdxicos, ademas de
poder transformarlos a compuestos mas amigables con el medio ambiente, Ilamados

productos de transformacion (PT) (Olicon-Hernandez et al., 2017).

El grupo de hongos que han sido estudiados en el tratamiento secundario en PTAR son
los WRF pertenecientes al grupo de basidiomicetos. Estos hongos han sido los primeros
en analizarse debido a su potencial para la degradacion de compuestos toxicos y los cuales
han dado resultados positivos. Su mecanismo de remediacion bioldgica se centra en la
sorcién por biomasa fungica y en sus capacidades biocataliticas no especificas (Tomasini
& Ledn-Santiesteban, 2019).

Algunas de las propiedades que hace hincapié Rodriguez-Rodriguez et al., (2012)
respecto a las capacidades biocataliticas que tienen los WRF son: a) sistema enzimatico
altamente inespecifico capaz de oxidar una amplia gama de contaminantes; b) enzimas
constitutivas; c) enzimas oxidativas extracelulares lo que da mayor facilidad de
degradacion de contaminantes con baja solubilidad en agua; d) distribucién y crecimiento
de hifas, que da mayor flexibilidad a la colonizacion y acceso a contaminantes
secuestrados en los cuerpos fructiferos; y e) desechos lignoceluldsicos como fuente de
sustrato o co-sustrato. Por ejemplo, Espinosa-Ortiz et al., (2016) y Cruz-Morato et al.,
(2013) coinciden que los hongos de pudricion blanca tienen la capacidad de degradar un
amplio espectro de estructuras quimicas complejas y contaminantes farmacéuticos, tales
como: estrogenos, blogueadores beta, algunos medicamentos antiinflamatorios,
antibidticos y otros agentes antimicrobianos que tienden a sufrir una degradacion rapida
gue van de minutos a pocos dias. Bajo este contexto se puede deducir que los tratamientos

bioldgicos que emplean sistemas flngicos podrian ser una opcion factible para la
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remocion de CE (Mir-Tutusaus et al., 2018). En la Tabla 1 se mencionan las ventajas y

desventajas en el uso de sistemas flngicos para remocion de CE.

Tabla 1 Ventajas y desventajas en el uso de sistemas fungicos durante remocion de
contaminantes emergentes

VENTAJAS DESVENTAJAS

1.

Bioremediacion oxidativa aplicada a
una amplia variedad de
contaminantes quimicos presentes en
el medio ambiente (Asgher et al.,
2008).

Eliminacion de MC y contaminantes
quimicos presentes en suelos y aguas
mediante oxidoreductasas
consideradas biocatalizadores verdes
(Bilal et al., 2019).

Tratamiento bioldgico a bajo costo,
facil operacion y amigable con el
medio ambiente para la remocién de
contaminantes presentes en el agua
sin formacion de subproductos de
degradacion (Naghdi et al., 2018;
Silva et al., 2019).

Contaminantes usados como
sustratos y que no se pueden eliminar
con microorganismos procariotas
(Pointing, 2011).

Reproduccién constitutiva ~ de
enzimas oxidativas que permiten la
degradacion de MC de baja
solubilidad y que suelen conducir a la
formacion  de  productos  de
transformacion, los cuales pueden ser
tomados como un co-sustrato de
asimilacion durante la eliminacion
co-metabdlica, reduciendo la
necesidad de adaptacion en matrices
0 sitios contaminados (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2012; Cruz-Morat6
etal., 2012).

1. La presencia de compuestos organicos e

inorganicos  disueltos en  aguas
residuales municipales e industriales,
ademas, de la gran variabilidad de
concentracion de nutrientes que existe
dentro de una PTAR, pueden afectar el
crecimiento de WRF y su capacidad de
produccién de enzimas (Asif et al., 2017;
Stadlmair et al., 2018).

Consorcios microbianos presentes en
aguas crudas y residuales pueden afectar
la actividad fungica al competir por los
sustratos disponibles (Naghdi et al.,
2018).

Complejo control de condiciones
ambientales  requeridas  para el
crecimiento de hongos, como es: la
adicion y actividad enzimatica que
depende de parametros como el pH, la
humedad y la temperatura, que no son
posibles de controlar in situ (Tomasini &
Leon-Santiesteban, 2019).

Los MC conjugados generalmente no se
detectan mediante técnicas analiticas
actuales, lo que subestima la
concentracion del contaminante
estudiado y la capacidad de eliminacion
por parte del WRF (Mir-Tutusaus et al.,
2018).

Asi, los sistemas fungicos en el tratamiento de aguas residuales son una opcién para

remover contaminantes emergentes en especial de tipo farmacéutico, debido al

mecanismo enzimatico complejo que poseen y su facilidad de degradabilidad en tiempos

cortos. Sin embargo, es importante considerar que dentro de las desventajas en este tipo
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de sistemas es que estan disefiados para efluentes especificos y no de varias matrices
como suelen operarse en PTAR, lo cual puede abrir una posibilidad de implementar

sistemas asi dentro de plantas de tratamiento en hospitales y/o industrias farmacéuticas.

2.5 Tratamientos para remocidn de carbamazepina.

En sistemas convencionales, las tasas de eliminacion promedio para este MC recalcitrante
es inferior al 10% en la mayoria de los casos. El uso de reactores bioldgicos de membrana
(MBR, por sus siglas en inglés) y bioldgicos secuenciales (SBR, por sus siglas en inglés)
tampoco ha sido eficaz para la eliminacién de CBZ. De acuerdo con Hai et al., (2011) el
tratamiento en MBR llega a alcanzar una eficiencia de eliminacion de CBZ
aproximadamente del 20% en condiciones andxicas y aerobias. Mientras que en el caso
de los reactores SBR cuyo mecanismo se basa en la actividad nitrificante, no se ha
observado biodegradacién de la CBZ (Kruglova et al., 2014). Por lo tanto, de acuerdo
con la revision de la literatura, los tratamientos convencionales, que se basan en

bioremediacion bacteriana de CBZ, no son efectivos.

Por otro lado, se han observado remociones altas (>80%) de CBZ en sistemas de
tratamiento fisicoquimicos avanzado. La ozonizacion se ha utilizado para la reduccion de
la CBZ, incluso en las condiciones del proceso que generalmente son adoptadas en
instalaciones de agua potable (Andreozzi et al., 2002). También se ha estudiado el uso de
carbdn activado (Yu et al., 2008). Otro método para remover la CBZ es mediante el uso
de procesos electroquimicos, cuya eliminacion fue superior al 90% (Horovitz et al.,
2016). Los tratamientos que emplean el uso de luz ultravioleta (UV) para la eliminacion
de CBZ han sido exitosos en conjunto con los tratamientos biologicos. De acuerdo con
Kosjek et al., (2009) este tren de tratamiento puede eliminar satisfactoriamente el
compuesto original y sus subproductos de transformacion. Si bien los procesos
fisicoquimicos avanzados son efectivos, tienden a tener un mayor impacto ambiental con
respecto a los bioldgicos. Esto por su alto uso de quimicos y energia, que a su vez implican
mayores costos. En otras ocasiones el tratamiento fisico solo lleva al contaminante de un

medio a otro.

En la Tabla 2 se presentan diferentes tratamientos con sus respectivos porcentajes de
remocién en relacion con la CBZ presentados en un estudio realizado por Alvarino et al.,

(2018). La mayoria de los tratamientos son biolégicos y en especifico bacterianos, donde
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se observan las eficiencias mas bajas de degradacion. Los mecanismos fisicos suelen ser
maés eficaces en la remocion de la CBZ, como es el caso de la adsorcion en carbon

activado, con eficiencias de eliminacion mayores al 80%.

Tabla 2 Remocion de carbamazepina por distintos tratamientos en PTAR
(Alvarino et al., 2018).

TIPO DE EFICIENCIA DE
TRATAMIENTO/ REMOCION
CONDICIONES
{=1D]0) ¢
Sorcién /Biomasa <10%
Sorcién/Carboén >80%
activado
Reactor Anaerobio <20%

de Flujo Ascendente

(RAFA)
Lodos Activados <20%
(CAS)
MBR — Carbén <20%
activado
Anaerobio + aerobio <20%
Andxico + aerobio 20-50%
Andxico con <20%
granulos

Incluso, estd informacion se confirma con la que menciona Lee et al., (2022), donde

reafirma que un proceso por adsorcion que incluya solamente lodos activados tiene una

baja eficiencia de eliminacion de CBZ que va del 5 al 20%.
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Este panorama suele ser desalentador para los tratamientos bioldgicos bacterianos, ya que
el 52.9% de las PTAR que actualmente se encuentran activas en el pais solamente operan

con la tecnologia anteriormente mencionada (SEMARNAT, 2019).

2.6 Métodos bioldgicos para la biodegradacion de carbamazepina.

A continuacion, se presenta la Tabla 3 donde se comparan algunos sistemas biologicos

empleados en la degradacion de este compuesto, asi como su porcentaje de remocion.

Tabla 3 Remocion de CBZ con tratamientos biol6gicos en aguas residuales de origen

farmacéutico

Tiempo de Microorganismos

Porcentaje de Concentracion

] o eliminacion y/o sistema
remocion inicial (mg/L)
(dias) empleado
BACTERIAS
Bacterias Bessa et al.,
30% 10 30 _
(Cultivos en lote) 2017
Bacterias y
) Muter et al.,
30% 2.46x10™ 0.7 hongos (Cultivo
2017
en lote)
Pseudomonas sp. Lietal.,
46.6% 100 6 _
(Cultivos en lote) 2013
_ _ Chtourou et
36.9% 710 57 Anoxico/aerobico
al., 2018
MICROALGAS
C. mexicana Xiong et al.,
35% 1 10 _
(Cultivos en lote) 2016
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HONGOS
Rodarte-
B. adusta
99% 1 14 ] Morales et al.,
(Cultivos en lote)
2011
T. versicolor Jelic et al.,
94% 9 6 .
(Cultivos en lote) 2012
G. lucidum Marco-Urrea
47% 10 7 _
(Cultivos en lote) | etal., 2009

En resumen, la informacion anterior fleja que los tratamientos con bacterias no remueven
ni el 50% de CBZ, y menos una biorremediacion adecuada para la recuperacion de
cuerpos de agua superficiales contaminados a corto y largo plazo. En cambio, los sistemas
fangicos se notan prometedores para remover compuestos recalcitrantes de este tipo y
pueden ser una herramienta importante que pudieran ayudar en la limpieza de aquellos
lagunas, lagos, rios o cuerpos de agua subterraneos que padecen la presencia de este tipo
de MC.

Cabe mencionar, que los sistemas fungicos en sistemas cerrados como son los reactores
deben tener controles estrictos, ya que los nutrientes que llegan a ingresar en los efluentes
de una PTAR suelen poseer cantidades de nutrientes variados, lo cual alteraria el
funcionamiento fangico debido a que requieren un sustrato homogéneo. Es por ello, que
Bulai et al., (2017) recomienda que las concentraciones de estos elementos sean bajas
(ppm) y asi poder establecer un tratamiento fungico efectivo. Sin embargo, la remocion
de MC depende en parte de la composicion quimica de estos compuestos como es, poseer
una mayor parte hidrofébica en su moléculay tener grupos donadores de electrones, como
grupos amino y/o hidroxilo en su estructura molecular (Naghdi et al., 2018), como es el
caso de CBZ. Con estas consideraciones el sistema enzimatico de los WRF puede

desarrollar mayores capacidades degradativas.
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3. OBJETIVOS, HIPOTESIS, JUSTIFICACION Y RELEVANCIA DE
LA INVESTIGACION

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivo general

Demostrar que Schizophyllum commune tiene la capacidad de degradar CBZ.

3.1.2 Objetivos especificos

I.  Comprobar que la presencia de CBZ no influye en la actividad de S. commune.
Il.  Mostrar la actividad metabdlica de S. commune en presencia de CBZ utilizando
la produccion de CO2 como indicador.
I1l.  Estimar la degradacion de CBZ por S. commune en condiciones aerobias como

Unica fuente de carbono.

3.2 Hipotesis

Schizophyllum commune degradara CBZ en condiciones aerobias, debido a su capacidad

de utilizar compuestos lignoceluldsicos como fuente de sustrato.

3.3 Justificacion

En Meéxico, el 70% de cuerpos de agua superficiales presentan algin tipo de
contaminacion debido a las actividades antropogénicas. Tal es el caso de las aguas
residuales hospitalarias, cuyos efluentes generan una gran cantidad de compuestos
inorganicos como son los MC, que pueden modificar la flora y fauna acuética debido a la

bioacumulacion, convirtiéndose en un problema de impacto ambiental.

Las PTAR y sus tratamientos comunmente usados no son una solucion ante este
problema. Por tal motivo, encontrar procesos biologicos que favorezcan la
biotransformacion de MC, es el enfoque de este proyecto. La hipdtesis incluye el uso del
WREF, Schizophyllum commune para la remocion de carbamazepina, considerando que en
la revisidn bibliografica reporta que esta cepa tiene capacidades de degradar moléculas

complejas.
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La comprobacion de la hipotesis permitird ampliar los conocimientos relacionados a los
tratamientos biol6gicos con sistemas fungicos para aguas residuales con presencia de
MC, ya que pueden ser mas eficaces que los tratamientos bacterianos y a un costo menor
en comparacion con los procesos fisicogquimicos. EI conocimiento generado en este
estudio puede ser una herramienta importante que coadyubaria al rescate de cuerpos de
aguas superficiales contaminadas y/o mejorar los tratamientos secundarios dentro de las
PTAR.

3.4 Relevancia de la investigacion

El propésito de este proyecto es mostrar la capacidad metabolica de S. commune para la
remocion y biodegradacion de CBZ, un contaminante persistente que suele estar presente

en cuerpos de agua superficiales o en aguas tratadas.

Shizophyllum commune es una cepa no estudiada en la biodegradacion de compuestos de
tipo farmacéuticos. Sin embargo, con la literatura revisada esta cepa tiene potencial para
degradar compuestos de composicién compleja como son ciertos tipos de xenobidticos.
Por tal motivo, es importante su estudio y aportacion como una posible opcion en el
tratamiento de aguas residuales hospitalarias con presencia de estos MC que garantizarian

la bioremediacion de efluentes naturales como son: lagunas, lagos, rios, mares y océanos.

4. MATERIALES Y METODOS

ETAPAI

Crecimiento y
conservacion de
biomasa

1. Medicion respirométrica a S. commune

ETAPAI 2. Cuantificacion de biomasa por peso seco.

Desarrollo

analitico 3. Carbon orgénico total y nitrégeno total
(COTINT).

4. Medicion de carbamazepina

Figura 3 Diagrama metodoldgico del experimento.
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4.1 Crecimiento y conservacion de S. commune.

S. commune fue una cepa donada por el cepario de la UAM-Iztapalapa y nombrada con
anterioridad como T. 33 que se consideraba como Trametes sp., la cual fue archivada y
posteriormente reclasificada. La secuenciacion del WRF fue realizada en la School of
Science de la RMIT University de Australia a cargo del Dr. Arturo Aburto Medina.

La reactivacion de Schizophyllum commune se realizo a través del resembrado en placas
de agar papa dextrosa (PDA) y CBZ a 5ppm (Figura 4) mediante la técnica de picadura
(Soto, 2017) con ayuda de un picadientes previamente esterilizado. Las condiciones de
incubacidon fueron 27.5°C durante un periodo de 7 a 10 dias donde se podia observar un
crecimiento importante de la cepa. Cada resembrado se desarroll6 por triplicado en

condiciones estériles.

Figura 4 S. commune en PDA con presencia de CBZ a 5ppm.

Posteriormente, la biomasa obtenida fue transferida a un medio de cultivo liquido Kirk
(Figura 5), el cual se usa para el crecimiento y desarrollo de cepas fangicas (Kirk et al.,
1986), cuya composicion fue: KH2PO4 (2.0 g/L), NH4CI (0.2 g/L), MgSOs+7 H20 (0.5
g/L), CaCl,*7 H20 (0.075 g/L), elementos traza (4mL/L) (Méarquez, 2004) y CBZ con
una concentracion de 5 mg/L (ver ANEXO 11), ajustado a un pH de 4.5, una agitacion de
150 rpm a 30°C durante 14 dias, aproximadamente (formacién de pellets). Para disolver
la CBZ, se utilizé un sonicador marca BENSON durante un periodo de 15 min. Este
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procedimiento se realizo para favorecer la solubilidad de CBZ en el medio, ademés de
aclimatar y desarrollar capacidades metabolicas del hongo en presencia del MC.

Figura 5 S. commune en medio Kirk con CBZ a S5ppm.

4.2 Estudios de biodegradacion.

Las pruebas de degradacion de CBZ por S. commune se realizaron en cultivos en lote

(Figura 6), los cuales fueron divididos en tres:

P
] * S.commune +
Experimento |- Medio Kirk y CBZ (5 mg/L)
.
4 5 "
e O>. commune
Cor)trol « Medio Kirk sin carbono
endogeno
.
4 I
Co.r,]trOI » Medio Kirk y CBZ (5 mg/L)
abiotico
. J

Figura 6 Esquema de los cultivos en lote.
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Cada uno se realizo por triplicado, en matraces Erlenmeyer de tapa roscada de 125 mL
con un volumen de operacion de 30 mL. En el caso del control endogeno y el
experimento, la relacion p/v fue en promedio del 10% de biomasa inicial aclimatada
(matraz madre incubado durante 14 dias) y 90% del medio mineral con y sin presencia

de CBZ respectivamente.

Finalmente, las condiciones a las que se desarrollaron las pruebas fueron a 150 rpm, 30°C
(temperatura idonea para S. commune de acuerdo con Asgher et al., 2008 y 2013) y
condiciones de oscuridad, ya que la CBZ suele ser fotosensible. La duracion total del
proceso degradativo fue de 33 dias con tres periodos de muestreo sacrificables: 0, 21 y
33 dias (etapa inicial, intermedia y final de la incubacion), los cuales se eligieron
basadndose en una prueba previa que se realizé a S. commune con una concentracion de
10mg/L de CBZ y mayor a la del presente trabajo (ver ANEXO IV). Ademas, de las
limitantes de acceso a la instituciéon derivadas de la restriccion pandémica del COVID-
19.

4.3 Técnicas analiticas.

4.3.1 Medicion respirométrica a S. commune.

La actividad de S. commune en presencia de CBZ se midié mediante respirometria. La
respiracion es un proceso donde las poblaciones utilizan sustratos organicos como fuente
de carbono y energia, lo cual resulta en el consumo de oxigeno y produccion de COz para
construir nuevo material celular (Maier et al., 2009). La presencia de este gas es un

indicador de la actividad bioldgica.

La respirometria se realiz6 en lote para cada cultivo, provistos de una valvula Mininert
para extraer el CO2 acumulado del headspace (espacio de cabeza). La medicion de CO>
se llevo a cabo con una ayuda de una jeringa cromatogréafica, cuyo volumen de inyeccion
fue de 100 L, el cual se introdujo en un cromatédgrafo de gases GOW-MAC con detector
de conductividad térmica (TCD por sus siglas en inglés). Las condiciones de operacion
del equipo fueron: una columna CTR1 (Alltech), helio como gas portador, un inyector,
detector y columna que estuvieron a temperaturas de 50°C, 115°C y 50°C,

respectivamente.
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4.3.2 Cuantificacion de biomasa.

La concentracion de biomasa se cuantific6 mediante la técnica de peso seco. Este
procedimiento consistié en concentrar el material celular que se encontraba en el medio
liquido por filtracion a vacio y a través del filtro de membrana (0.45 pm) previamente
Ilevado a peso constante, el material retenido en el filtro fue secado en una estufa regulada
a 50°C (24 a 48 hrs.) y pesado en una balanza analitica (Wang et al., 2003). Esta técnica
se usa para medir el crecimiento de hongos (Prescott et al., 2002). La muestra liquida

recolectada de la filtracion fue utilizada para la medicion de COT y NT.

4.3.3 Carbdn organico total y nitrogeno total (COT/NT).

El COT se describe como aquellas moléculas organicas que deben romperse en unidades
de carbono simples mediante un procedimiento oxidativo. Estos fragmentos deben ser
convertidos en formas moleculares mas sencillas como CO, de modo que pueda medirse
en forma cuantitativa (APHA, 2005).

Para la realizacion de este experimento y la medicidn de este pardmetro se usé el equipo
TOC-L CSH/CSN de Shimadzu modelo Standalone, cuya caracteristica que posee es la
capacidad que tiene para oxidar un amplio espectro de moléculas organicas, tanto
compuestos organicos de bajo peso molecular, como compuestos organicos insolubles y
macromoleculares dificiles de degradar. Siguiendo el método de oxidacion catalitica de
combustidn, el cual se realiza a una temperatura de 680 ° C (ver ANEXO I).

Las muestras se encontraban en estado liquido y previamente filtradas en membranas de
un poro de 0.45um. Posteriormente, se acidificaron a pH 2 cuya finalidad es evitar
interferencias de especies con carbono inorgéanico (Cl) provenientes de carbonatos,
bicarbonatos y el CO disuelto e inhibir el crecimiento de microorganismos.

En el caso del NT, el equipo Shimadzu TOC-L cuenta con un modulo que convierte los
compuestos nitrogenados en N2O (6xido nitroso) a 720 °C (ver ANEXO 1). En ocasiones,
cuando las muestran superan los 500 mg/L de N, el instrumento diluye automéaticamente
picos fuera de escala, lo que facilita su cuantificacion. El tiempo total de analisis, por
inyeccion, fue de 2 a 5 minutos. La concentracion menor de deteccion fue de 0.05 mg/L
de N. Para las muestras del proyecto, se tenia una concentracion teérica de 53.52 mg/L
de N.
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4.3.4 Extraccion y cuantificacion de carbamazepina.

La medicién y cuantificacion de CBZ, fue realizada en el Laboratorio de Quimica
Orgénica Ambiental de la ENCB perteneciente al Instituto Politécnico Nacional (IPN)
mediante extraccion en fase sélida y analisis con cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC por sus siglas en inglés).

Para la disolucion total y extraccion de las muestras: experimento y control abiotico
(triplicado) se realiz6 mediante, el uso de un cartucho Oasis HLB (Oasis HLB 6 cc Vac
Cartridge, 200 mg Sorbent per Cartridge, 30 um, 30/pk) de fase reversa. El cartucho
poseia un adsorbente universal de copolimero cuyo intervalo de pH abarcaba los valores
que iban de 0 a 14 (Martinez - Garay, 2013; Mowafy et al., 2012).

El método desarrollado a cargo del laboratorio anteriormente mencionado fue enfocado
en la separacion de la CBZ por HPLC a traves de un sistema Bruker Daltonics Elute LC
HPLC 1260 con columna cromatografica Bruker Intensity Solo HPLC Column, C18,
3.2x100 (BRHSC18032100). Se utiliz6 un detector DAD-UV a una longitud de onda de
285 nm con una fase mévil compuesta por metanol : acetonitrilo (MET:ACN), ambos de
pureza grado HPLC en proporcion 70:30, un flujo de 1.0 mL/min y temperatura inicial y
final de 25°C. El limite de deteccion fue de 1 pg/L y el de cuantificacion 2.5 pg/L. Tal
método analitico resulto lineal para el intervalo de concentraciones encontradas en el

estudio.

La curva de calibracion se realiz6 en un intervalo de concentraciones que iban de los 2.5
a 10 000 pg/L con una R?= 0.999. Finalmente, el tiempo de retencién obtenido para la
deteccion de la CBZ tanto para el experimento como para el control abidtico, fue

alrededor de los 3.79 + 0.0 min.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos de los experimentos de S. commune

en presencia de CBZ.

5.1 Degradacion de carbamazepina por S. commune.

Los resultados mostraron que el hongo S. commune pudo degradar a la CBZ sin la

necesidad de otra fuente de carbono, como se discute a continuacion.
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La Figura 7 muestra el consumo de CBZ por parte de Schizophyllum commune al dia O,
21 y 33, periodo de muestreo seleccionado por estudios previos realizados a una
concentracion de 10 ppm del mismo MC (ver ANEXO V). El porcentaje de remocion
total alcanzado fue de un 25.08 £ 0.42% en 33 dias de cultivo y una tasa de degradacion
de 0.004 mg CBZ/d; lo que mostré una adaptabilidad al consumo de este contaminante

por parte de la cepa.
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Figura 7 Perfil de degradacion de CBZ por S. commune.

Se realiz un control abidtico, con la finalidad de descartar una posible degradacion no
asociada a la actividad biologica. En la Figura 8 se puede observar que para el dia 33 del
experimento abiotico no hubo una diferencia significativa con respecto a la concentracion
inicial. Por lo que estos resultados confirman que la degradacion de la CBZ presentada

en la Figura 7 esté asociada principalmente al proceso biologico.
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Figura 8 Comportamiento del control abidtico a lo largo de la cinética.

Considerando la complejidad de la biodegradacién del MC, se realizé un compendio que
muestra un comparativo de estudios con otras especies de WRF en la degradacion de CBZ
(Tabla 5). Estos estudios fueron seleccionados por algunas de las similitudes operativas

que tuvieron relacion con la presente investigacion.

Los resultados obtenidos indicaron que la optimizacion de un proceso de degradacion
dependera de qué tan rapido un MC se eliminara de un sistema, es decir, tener tasas de
degradacidn altas. Por ejemplo, Trametes versicolor tuvo una tasa de 0.075 mgCBZ/d
para remover 9 mgCBZ/L en un periodo de 6 dias. En cambio, P. chrysosporium 0 B. adusta
tuvieron tasas de 0.001 mgCBZ/d que son inferiores en comparacion a las obtenidas en
el presente trabajo o, U. ramanniana que fue de 0.004 mgCBZ/d, es decir, para degradar
1mg/L de CBZ el proceso llega a tardar 14 dias para P. chrysosporium o B. adusta, por

consecuencia, la eliminacién del MC sera mas lenta.

Tener una tasa de remocidn semejante a la de Trametes versicolor puede relacionarse al
grupo de enzimas selectivas producidas para degradar algin MC. En especial, aquellas
enzimas no asociadas a la degradacion de la lignina. Por otra parte, tener tasas de
remocion parecidas a P. chrysosporium o0 B. adusta, indican que las enzimas de
degradacion de lignina presentes en los hongos de pudricion blanca no suelen ser
efectivas en ocasiones para degradar CBZ (Zhang et al., 2012). Esto resultados indicaron
que los tiempos de duracion de la cinética y el porcentaje de remocion de la CBZ varian

con respecto al tipo de hongo y las condiciones de cultivo.
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Tabla 5 Comparativa del desempefio de diferentes tipos de hongos en la degradacion de CBZ

Microorganismo  Concentracion  Condiciones  Tiempo  Porcentaje
inicial del de cultivo de Tasa de Fuente

(mg/L) experimento (e)) remocion

degradacién

P. chrysosporium 1 30°C 14 23 -57% 0.001 Rodarte-
Sin agitacién Morales et
Medio Kirk al., 2011
Cultivo en
lote
T. versicolor 9 25°C, 135 6 94% 0.075 Jelic et al.,
rpm 2012
pH 4.5
Medio Kirk
Cultivo en
lote
G. lucidum 10 25°C, 135 7 47% 0.0143 Marco-
rpm Urrea et al.,
pH 4.50 2009
Medio Kirk
(8glucosa/|—)
Cultivo en
lote
P. chrysosporium 5 30°CpH 7.5 100 60-80% 0.1 Zhang et
Agua al., 2012
residual
municipal
Cultivo
continuo
(Biorreactor
de placas)
U. ramanniana ~1 28°C, 200 25 25% 0.004 Kang et al.,
rpm 2008
Caldo papa
dextrosa
Cultivo en
lote
B. adusta 1 30°C 14 99% 0.001 Rodarte-
Sin agitacion Morales et
Medio Kirk al., 2011
Tratamiento
en lote
S. commune 5 30°C, 130 33 25% 0.004 Presente
rpm estudio
pH 4.5
Medio Kirk
Cultivo en
lote

En el presente trabajo, la degradacion limitada de CBZ puede relacionarse a que las

enzimas internas o extracelulares pudieron haberse inhibido o bien, que no eran efectivas
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para este tipo de contaminante (Maier et al., 2009). Por ejemplo, Nasir et al., (2017)
menciona un listado de enzimas que son participes en la degradacion de CBZ, las cuales
son: citocromo P450, peroxidasa de manganeso, peroxidasa versatil, lacasa y lignina
peroxidasa que pueden llegar a inhabilitarse en presencia de compuestos organicos e
inorganicos que interfieren en el crecimiento y capacidad de secrecion enzimética en
WREF (Asif et al., 2017).

Otro posible escenario, es que el hongo no tiene la capacidad enzimatica para degradar
los subproductos o intermediarios que se producen durante la degradacion de la CBZ,
como son: CBZE, 10,11-dihidro-10,11-dihidroxycarbamazepina (CBZD), acridina y
acridona (Jelic et al., 2012) que pueden ser mas toxicos que la molécula original, o la
existencia de un desbalanceo de nutrientes en el medio de cultivo para la degradacion de
un contaminante complejo. Por tal motivo, se sugiere la realizacion de un analisis
mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS por sus
siglas en inglés) (Daniele et al., 2017) que identifique los subproductos de CBZ durante
el proceso degradativo. Ademas, de un estudio metabolémico microbiano (Li et al., 2020)
que permita profundizar el mecanismo degradativo del hongo sobre el contaminante

problema.

En otros trabajos se ha estudiado a S. commune por sus potenciales capacidades
metabolicas en la degradacién de contaminantes complejos, como es el caso de los
colorantes. Algunos de los estudios realizados con esta misma cepa aplicados a la
eliminaciéon de colorantes textiles como el amarillo R-dorado y el rojo brillante 80,
tuvieron tiempos de degradacion relativamente cortos. Por ejemplo, la remocion del
primer colorante fue de 73% en 6 dias (eliminacion total con adicién de glucosa) y 84.8%
de decoloracion en 7 dias, para el segundo colorante (Asgher et al., 2008; et al., 2013).
Sin embargo, estos porcentajes solo reportan la desaparicién del color y no la degradacion
completa de la molécula. Este tipo de compuestos llamados colorantes azo, se
caracterizan por la presencia de uno o mas grupos azo o cromoforos -N=N- en su
molécula (Allen, 1971). La eliminacién de un tinte se obtiene cuando se rompen los
enlaces azoicos del colorante respectivo y producen productos decolorados (Pereira,
2001). Por tal motivo, es posible que los subproductos del colorante siguen presentes en

este procedimiento, sin someterlo a una biodegradacion total.
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5.2 Evolucion del carbono organico total (COT).

El consumo de COT soluble por parte de S. commune en presencia de CBZ se muestra en
la Figura 9, dénde se presenta el perfil del COT en los experimentos y en el control
endogeno evaluados durante 33 dias de cultivo. Los resultados obtenidos mostraron que
S. commune presentd un comportamiento inverso a lo esperado, ya que el perfil que se
deseaba era una disminucién del COT. En ambos estudios se puede observar que hubo
un incremento del COT para el dia 21, aunque hubo una reduccion neta para el final del

experimento.
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Figura 9 Perfil de COT durante la actividad de S. commune.

Durante el dia 21 de la cinética, se observé una degradacion importante de la CBZ (Figura
7), el cual se relaciona a la vez con el incremento del COT especifico, aproximadamente
del 42% para el caso del cultivo alimentado con CBZ, mientras, que, una tendencia
similar se observo también en el perfil para el estudio endégeno. Cabe mencionar, que no
se observo un crecimiento significativo del hongo en ambos estudios, por lo que la
liberacion de materia organica podria estar asociado al proceso netamente catabolico. En
este caso se podria plantear el siguiente escenario, que, a pesar de presentar la misma
tendencia, podria haber un proceso adaptativo diferente en ambos estudios, uno debido a
la presencia de la CBZ, y el otro debido a la falta de una fuente de carbono y energia
externa. Por ejemplo, el hongo S. commune presenta la caracteristica metabodlica de liberar

material enzimatico para desdoblar compuestos organicos complejos, como es el caso de
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la lignina. Este material enzimatico podria estar asociado con la medicion e incremento
del COT.

Un ejemplo cuando ocurre pérdida extensa de carbohidratos por accion de WRF, lo
explica Peralta et al., (2017) con el compuesto de la lignina, ya que la presencia de
polisacéridos estructurales se da después de la escision oxidativa del compuesto, producto
de la accion enzimatica con el uso de este tipo de hongos. Tal comportamiento, puede
estar relacionado con este proyecto, ya que la CBZ es una molécula con compuestos de
carbono cuya degradacion es en presencia de este tipo de microorganismos.

Los carbohidratos producidos suelen ser producto de fenoles relacionados con éacidos
grasos presentes en las hifas del micelio (Jelic et al., 2012). En algunas ocasiones, la
produccién prominente de metabolitos también puede ser factor en la produccion de
compuestos de carbono disueltos, tal y como ocurrio en el estudio realizado por Kang et
al. (2008). Este fendbmeno pudo haberse presentado en el momento en que S. commune
desdobl6 la molécula de la CBZ (Figura 7) y por consecuencia, produjo moléculas méas
pequefas, es decir, intermediarios.

Después del dia 21, el cultivo enddgeno disminuy6 el COT, debido a que este material
organico es posiblemente biodegradable (lisis celular). Para el caso del experimento, este
mostré una minima degradacion del 5.93% en forma de COT a partir del mismo dia, y
esto podria atribuirse a que la presencia de la CBZ o sus intermediarios inhibieron el
metabolismo catabolico. Finalmente, la medicion de COT en este proyecto no mostré una
respuesta directa sobre la biodegradacion de la CBZ, pero si puede sugerir la complejidad
del metabolismo del hongo en la degradacion de contaminantes con moléculas complejas.

5.3 Nitrogeno total (NT).

Los perfiles obtenidos para la medicion de NT se muestran en la Figura 10, los cuales
provenian de los sustratos nitrogenados que componian el medio mineral en el que se
estudio a Schizophyllum commune. Los resultados ilustran lo anteriormente mencionado,
gue no existié consumo significativo de nitrégeno por parte de la cepa en presencia de
CBZ. En cambio, para el control enddgeno la concentracion inicial fue mayor, pero sin

cambios en su consumo.
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Figura 10. Perfil especifico de NT durante la actividad de S. commune.

El perfil de nitrégeno del experimento no mostré un cambio significativo, tanto en el
experimento como en el control endégeno. Una posibilidad de que las fuentes
nitrogenadas no fueron consumidas por parte de S. commune, se debid a que la relacion
1:14 (C:N) en este estudio fue excedida en comparacion con otros estudios que indican
que la 6ptima para WRF es 10:1 (Gao et al., 2007), la cual le permite a la cepa un aumento
en la actividad y eficiencia del crecimiento celular (Di Lonardo et al., 2020). La relacion
desbalanceada en este proyecto se considero asi, simulando la variabilidad de nutrientes
que llegan a tener las aguas residuales. Por otra parte, tener un excedente de nitrogeno es
causa de inhibicion en la induccion de produccion enziméatica (Asgher et al., 2008). Sin
embargo, por la carente investigacion que se tiene de Schizophyllum commune con la
degradacion de compuestos farmacéuticos, no hay suficiente informacion para identificar

las enzimas especificas que permitan seguir la degradacion completa del compuesto.

5.4 Crecimiento microbiano.

La Figura 11 muestra el perfil de crecimiento que tuvo Schizophyllum commune durante
la cinética tanto para el experimento como para el control enddgeno, en los cuales no se

observan efectos inhibitorios durante el crecimiento debido a la presencia de CBZ.

38



401

Peso seco (mg/L)

33

EXPERIMENTO ENDOGENO

Figura 11 Perfil de crecimiento de S. commune.

La concentracion final de S. commune fue de 30 £ 0.0 mg/L para el experimento y 17.78
+ 2.18 mg/L para el control enddgeno, lo que indica un crecimiento por parte de la cepa
en presencia de CBZ como Unica fuente de carbono y la cual aport6 energia necesaria al
microorganismo (Schlegel & Zaborosch, 1993). Sin embargo, el crecimiento nulo de S.
commune presente entre el dia 0 y 33 en el experimento, se puede relacionar a que no
hubo un consumo de nitrégeno (Figura 10), el cual se considera un nutriente indispensable
para las rutas anabdlicas comunmente llevadas a cabo en los microorganismos. Ademas,
del desbalance C:N (1:14), donde la baja concentracion de carbono se debié a que la CBZ
fue la unica fuente de carbono para el WRF y a una concentracion parecida a la que se

Ilegan a encontrar los MC en el medio ambiente.

La variacion o error estandar del in6culo microbiano que se observa al inicio de la cinética
se relaciona con la heterogeneidad de la biomasa que tiende a formar granulos y por

consecuencia, su manejo y cuantificacion es compleja.

5.5 Actividad microbiana por respirometria.

La actividad de S. commune por respirometria se detectd al inicio de las pruebas en el
experimento con una cantidad de CO: en el espacio de cabeza, esto se debid a que no se

realizd ningun cambio de atmdsferas. Posteriormente, el incremento en la produccion de
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CO: el cual estaria asociado al consumo de CBZ (Figura 7) comprendio del dia 0 al dia
7, lo que estaria indicando la mineralizacién del contaminante objetivo (Mancera — Lépez
et al., 2008). La degradacion continu¢ del dia 7 hasta el dia 20, sin embargo, después del
séptimo dia la produccion de CO; presento un decremento del 41%, manteniéndose el
perfil sin cambios hasta el final de la cinética (ver ANEXO IlI). Cabe mencionar, que el
consumo de la CBZ puede seguir dos vias principalmente, el catabolismo y el anabolismo,
no obstante, en el presente trabajo no se observo crecimiento del hongo, lo que indica que
el consumo de la CBZ se mineraliz6 a CO2. Sin embargo, el decremento de CO> despues
del dia 7, sugiere que el CO se pudo ir perdiendo debido a una fuga de gas en los cultivos

en lote.

Por parte del control enddgeno al dia 0 se contaba con una concentracion inicial de COy,
que no vario significativamente en el transcurso del cultivo, lo que indico que no hubo
una produccién de CO>, pero tampoco un decaimiento que hubiera indicado una posible
muerte de la cepa, lo cual también indica que Schizophyllum commune tiene la capacidad
de sobrevivencia a ambientes hostiles como es la limitacion de nutrientes (Sheridan et al.,
2015). Este control mostr6 claramente que la produccién de CO2 en el experimento se
asocio a la degradacion de la CBZ.

Para el control abidtico, no se observd produccion de CO debido a que este cultivo en
lote estuvo en presencia solamente de CBZ sin ningun factor bidtico que pudiese oxidar
el compuesto objetivo.

En conclusidn, las mediciones del diéxido de carbono sugieren que el hongo S. commune
tiene la capacidad metabdlica para mineralizar la CBZ, asi como la correlacion que existe
con la degradacion total obtenida del farmaco. Por tal motivo, esta investigacion aporta
un hallazgo novedoso con el uso de esta cepay su relacion con la degradacién del farmaco

como MC.

5.6 Balance de materia.

El siguiente balance de masa resume la biotransformacion de la CBZ en forma de

carbono, el cual se expresa en la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1

CCBZ enmatriz de agua = CCBZresid+ CCOZ+ Cbiomadic
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donde:

Ccgz = Carbono de CBZ inicial en el tratamiento en lote (Entrada).
y a la salida del sistema es:

Ccpzresia = Carbono de CBZ no degradada al final del experimento.

Cco, = Carbono de CBZ degradada y mineralizada como COs..

Cpiomadic = Carbono de CBZ que se asimilé y produjo biomasa adicional de S.

commune.

El objetivo del siguiente balance fue comparar la concentracién de carbono obtenida a la
entrada y a la salida del sistema (dia 0 y dia 33). El desglosé de la Ecuacion 1 se reporta
con base a los resultados reportados en las secciones anteriores y relaciones

estequiométricas correspondientes.

Solo como mg C:

0.11mgCcpz = 0.08 mgCepzresia + 0 mgCeo, + 0.095 mgChiomasa

Por lo tanto:

0.11mgCcpz; = 0.175 mgC

Por tal motivo, se observa que existe un desbalance de carbono en ambos dias. El carbono
de diéxido de carbono (C-CO2) disminuyd (-0.02 mg C-COy) de tal manera que se
desprecia en la Ecuacion 1, esto posiblemente se deba a la baja sensibilidad en la técnica
de respirometria llevada a cabo en este estudio. Sin embargo, la ecuacion resulta estar
ligeramente desbalanceada a la salida del sistema por el excedente de carbono proviene
directamente de la biomasa. Este C-biomasa superior puede deberse al limitado manejo
homogéneo que se tuvo en el indculo al inicio de la cinética. La problematica de la
homogenizacién de indculos provenientes de pellets, granulos u otro tipo de

aglomeraciones de células, al momento de realizar un estudio degradativo en un medio
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liguido como es el caso de este trabajo, es observado en diversos trabajos y diversas
especies (Swamy & Ramsay, 1999; Asgher et al., 2013).

El carbono de CBZ residual representa el 72.72% de carbono inicial, lo cual indica que
pudo provenir de otras fuentes como pudieron haber sido metabolitos producidos por el

mismo MC.

6. CONCLUSIONES

El WRF, Schizophyllum commune logré una remocion de CBZ del 25.08 + 0.42%. Por
tal motivo, se comprobo la hipotesis planteada y se demostrd que esta cepa sin reportes
previos sobre la degradacion de algun compuesto farmacéutico tiene capacidades
degradativas de CBZ. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para mejorar la

remocion.

De esta manera, el uso de sistemas fungicos para un sistema bioldgico de una PTAR sigue
considerandose una buena opcién para la eliminacién de MC tanto en aguas residuales
como tratadas, de los cuales se obtendrian mayor calidad en este tipo de aguas y por

consecuencia, que no dafien el medio ambiente y al ser humano.

7. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Para mejorar la limitada degradacion que se obtuvo en el presente trabajo, se requieren
estudios que permitan entender los mecanismos y condiciones bajo las cuales
Schizophyllum commune lleva a cabo este proceso. Por ejemplo, analisis que permitan
identificar las enzimas involucradas o la adicion de cosustratos que pudieran potenciar la
actividad microbiana. De igual manera, el identificar y cuantificar los tipos de metabolitos
producidos de las rupturas de enlaces del MC problema por accion de la enzima selectiva
que actle sobre ellos, permitiria saber si esos subproductos pueden seguir siendo
degradables o toxicos para la cepa de estudio. Desde el punto de vista experimental, se
podrian implementar experimentos mas largos que permitan tener un mayor nimero de

muestreos, asi como repeticiones de estos.
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9. ANEXOS

ANEXO I: Curvas de calibracién COT /NT

La curva de calibracion para la medicion del carbono total (CT) se realiz6 con una
solucion madre de biftalato de potasio a una concentracion de 1000 mg/L vy la cual se le

realizaron diluciones con apoyo de la ecuacion C,V; = C,V,
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Concentracién (mg/L) Area
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Figura Al. Curva de calibracion para carbono total (CT)

La curva de calibracion para la medicién de nitrégeno total se realizé con una solucién
madre de cloruro de amonio a una concentracion de 100 mg/L y la cual se le realizaron

diluciones con apoyo de la ecuacion C,V; = C,V,

Concentracion (mg/L)|  Area
10 207.4
20 378.8
50 913.7
70 1109
100 1552
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Figura Al.2 Curva de calibracion para nitrégeno total (NT)

ANEXO II: Solucién estandar de CBZ (5 mg/L)

La solucion estandar de CBZ se realizd a una concentracion de 1000 mg/L y para obtener
la concentracién de 5 mg/L se recurri6 al uso de la ecuacion C;V; = C,V,. El volumen

obtenido fue el agregado a cada matraz de los experimentos realizados.

(1000 %) V, = (27 mL) (5 %)

mg
. 27mL) (572)
(100079)

V; = 0.135 mL / cultivo en lote
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ANEXO I1I: S. commune y CBZ (5 mg/L)
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Figura A3. Perfil de produccion de CO; durante el proceso

ANEXO IV: Pruebas de S. commune y CBZ (10 mg/L)

Los resultados que se muestran a continuacion son la representacion de un experimento
prueba con S. commune en presencia de CBZ a una concentracion de 10 ppm. Sin
embargo, como se puede observar los resultados no son concluyentes, ya que la
contaminacion de los controles (enddgeno y abiotico) se hicieron presentes en las

mediciones de COT y TN, asi como las posibles fugas de CO2 en los cultivos en lote.
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55



56

NT (mg/L)

EXP

END

ABIO

EXP

END

ABIO

EXP

END

ABIO

22

35

Figura A4.2 Perfil de NT durante el proceso



