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RESUMEN

RESUMEN

Los productos farmacéuticos son sustancias biolégicamente activas y persistentes que han sido
reconocidas como una constante amenaza para la estabilidad del medioambiente. FA&rmacos de
uso humano y veterinario son continuamente descargados al ambiente natural como resultado
de procesos de manufactura, disposicion de productos no utilizados o expirados, y excretas.
Debido a sus propiedades fisicas y quimicas, es que muchos de estos compuestos llegan a estar
bioacumulados en suelos y sedimentos, pudiendo inducir efectos adversos en organismos
expuestos. Asi, los procesos de tratamiento de aguas residuales convencionales son un tanto
ineficientes en la remocién de gran variedad de compuestos organicos persistentes, donde a
pesar de que muchos paises han empleado técnicas avanzadas como adsorcion con carbén
activado granular, tecnologias de membrana, ozonizacién, humedales artificiales o ultrafiltracion,
algunos compuestos han demostrado no verse afectados por dichos procesos. En este contexto,
es que la habilidad de los hongos de la pudricién blanca de la madera para biotransformar o
metabolizar contaminantes emergentes ha recibido especial atencion, debido a la persistencia y
toxicidad en el ambiente natural por parte de dichos compuestos, siendo esta alternativa una
herramienta biotecnolégica que deja a la micorremediacién como una solucion viable que da uso
a hongos filamentosos y su actividad enzimatica para rehabilitar ambientes contaminados. En el
presente trabajo in silico se busca establecer los parametros cinéticos y condiciones de operacion
bajo las cuales se desempefia Trametes versicolor, mediante la obtencién de perfiles de
degradacion de Ketoprofeno a partir del planteamiento de un modelo dinamico que, por un lado,
describe de manera interrelacionada el crecimiento, consumo de sustrato y produccién
enzimatica del hongo desde una fermentacién en cultivo sumergido y, por otro lado, la
biodegradacién del farmaco como un contaminante emergente por accion de la actividad
enzimética del microorganismo, con lacasa como enzima catalizadora. Asi, los perfiles
mencionados mostraron una biodegradacion de al menos un 95% de 2.3 (ug L) de farmaco para

un tiempo de 7 dias y 14 horas.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Productos farmacéuticos como contaminantes emergentes en el medioambiente

Desde la década de los noventa y hasta el dia de hoy, investigaciones han demostrado que
muchos tipos de compuestos orgénicos utilizados en el dia a dia ingresan al medio natural de
manera continua y sostenida (Duran-Alvarez et al., 2009), donde se ha prestado particular
atencion a su presencia en aguas residuales y la eventual contaminacion de cuerpos de agua

colindantes, como por ejemplo las aguas subterraneas (Barnes et al., 2008).

La presencia de contaminantes recientemente identificados o emergentes en fuentes naturales
de agua es de preocupacion constante para la salud y la seguridad de cualquier tipo de
consumidor (Garcia-Gomez et al., 2011; Tijani et al., 2013), y existe una creciente toma de
conciencia del impacto que estos contaminantes pueden tener en aguas tanto superficiales como
subterraneas, y en los organismos que en ellas habitan. Por ende, su efectiva remocion es de
suma importancia dentro del area de produccion de agua potable y la liberacibn ambientalmente
responsable de aguas residuales (Grassi et al., 2012). Los contaminantes emergentes mas
comunes incluyen a los COP (Contaminantes Organicos Persistentes), microconstituyentes,
cianotoxinas, pesticidas y herbicidas, subproductos de desinfeccion del agua, quimicos
disruptores endocrinos (EDCs), y productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCPs),
siendo estos dos ultimos los con mayor tasa de emision a fuentes de agua debido al pobre marco

regulatorio que existe en los paises fabricantes (Tijani et al., 2013).

Dentro de los productos farmacéuticos y de cuidado personal, los antiinflamatorios no esteroideos
pertenecen al grupo de los farmacos mas consumidos a nivel mundial, por combinar propiedades
farmacoldgicas antiinflamatorias y analgésicas, ademas de ser facilmente adquiridos sin receta
médica (Abatan et al., 2006).

Las circunstancias mas comunes en las que los cuerpos de agua y suelos se ven expuestos a
productos farmacéuticos corresponden a: (a) utilizar lodo digerido de aguas residuales como
fertilizante en campos agricolas; (b) utilizar aguas residuales ya tratadas como fuente de riego
para cultivos, o bien para recargar acuiferos; (c) fugas desde desaguies y/o plantas de tratamiento
de aguas residuales; (d) inundacién de campos con aguas provenientes de plantas de tratamiento
(Oppel et al., 2004).
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El principal problema relacionado con los productos farmacéuticos radica en que no son a
menudo biodegradables y que son disefiados primeramente para tener modos de accion
particulares y ser altamente resistentes a una inactivacion o degradacion por parte del organismo
al cual han sido suministrados hasta el momento en que su funcion terapéutica se haya
desarrollado, siendo estas mismas caracteristicas las responsables de su bioacumulacion y
posteriores efectos toxicos en ecosistemas, tanto terrestres como acuaticos (Fent et al., 2005;
Diaz-Cruz et al., 2003).

Asi, a pesar de que el cuerpo humano tienda a degradar las medicinas que le son suministradas,
el qué tan eficientemente lleva esto a cabo puede variar. En algunos casos, el farmaco
administrado puede excretarse entre un 50 a un 90% en su forma original, o bien, los que se
hayan excretado y degradado parcialmente pueden volver a dicha forma a través de una variedad

de reacciones quimicas entre el metabolito y el medioambiente (Raloff, 1998).

Es por esto que la constante deteccién de farmacos en el medioambiente demuestra que los
sistemas de tratamiento tradicionales no son suficientes para lograr remover estos contaminantes
organicos y evitar su incorporacion a un cuerpo de agua receptor, siendo asi como el lodo
producido en estas instalaciones constituye una fuente importante de contaminacién. Asi, como
se menciono anteriormente, la popular practica de utilizar este lodo como abono y el agua tratada
como fuente de riego resulta en una posterior diseminacién de estos micro contaminantes en el
medioambiente (Rodriguez, 2012). Esto se debe a que las tecnologias convencionales de lodo
activado aplicadas en las plantas de tratamiento no estan disefiadas para remover estos micro
contaminantes, que se encuentran presentes en concentraciones relativamente bajas y, por lo
tanto, pueden ingresar sin cambios o parcialmente transformados al medioambiente (Cruz-
Morat6é, 2013; Grassi et al., 2012).

1.2 Presencia de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) como principales

contaminantes en diferentes medios acuéticos

El agua es una fuente importante de contaminantes emergentes para su ingreso a la cadena
trofica, donde los residuos provenientes de compuestos farmacéuticos han afectado en gran
medida al medioambiente acuatico, pues no solo afectan a los procesos bioldgicos utilizados para
el tratamiento de aguas residuales, sino que también sobrepasan los limites normativos de

potabilizacion (Tejada et al., 2014).
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Variedad de articulos publicados en diversos paises indican la predominancia en el
medioambiente de antiinflamatorios no esteroideos (AINES), seguidos de antibiéticos y agentes
reductores de lipidos en la sangre (Santos et al., 2010). Asi, se recopil6 informacion al respecto
y se elabord la Tabla N°1 a modo de ejemplo, en donde se muestran concentraciones de

antiinflamatorios no esteroideos medidas en diferentes medios acuaticos.

Tabla 1. Concentraciones de antiinflamatorios no esteroideos medidas en diferentes medios acuaticos.

Concentracién

Compuesto Muestra Pais Referencia
(ngL™)
Acido Efluente planta de i
N ) 100 Japén Nakada et al., 2006
acetilsalicilico tratamiento

o e Efluente planta de )
Acido Mefenamico . 2000 Chile Manzo et al., 2014
tratamiento

Acido mefenamico Agua superficial 65 Reino Unido Hilton & Thomas, 2003

o ) Agua de rios Liuxi, )
Acido mefenamico . 22.4 China Zhao et al., 2009
Zhujiang y Shijing

Acido salicilico Agua de lago 286.7 Canada Verenitch et al., 2006

) Efluente planta de 5 ,
Diclofenaco ) 2200 Espafa Gomez et al., 2007
tratamiento

) Efluente planta de )
Diclofenaco . 2400 Suiza Tauxe-Wuersch et al., 2005
tratamiento

Agua del rio Paraiba do

Diclofenaco sul 60 Brasil Stumpf et al., 1999
u
Diclofenaco Aguas subterraneas 590 Alemania Sacher et al., 2001
Ibuprofeno Agua de rio Somes 115.2 Rumania Moldovan, 2006
Ibuprofeno Agua de rio Hoje 220 Suecia Bendz et al., 2005
Agua de rios Poy . .
Ibuprofeno 78.5 Italia Calamari et al., 2003
Lambro

Estados

Ibuprofeno Agua subterranea 3110 Unid Barnes et al., 2008
nidos

Efluente planta de o .
Ibuprofeno . 3777 Taiwan Lin et al., 2009
tratamiento




Potencial de uso del hongo de pudricién blanca Trametes versicolor, en la biodegradacién del antiinflamatorio no
esteroideo ketoprofeno

INTRODUCCION

Tabla 1. (Continuacién)

Concentracién . .
Compuesto Muestra Pais Referencia

(ngL™)

Efluente planta de )
Ketoprofeno ) 2300 Chile Manzo et al., 2014
tratamiento

Efluente recinto

Ketoprofeno ) . 231 Taiwan Lin & Tsai, 2009
hospitalario
Efluente planta de Estados
Ketoprofeno ) 23 ) Thomas & Foster, 2004
tratamiento Unidos
Ketoprofeno Agua de la llave 110.9 Argelia Kermia et al., 2016

Efluente planta de )
Naproxeno . 2540 Suecia Lee et al., 2005
tratamiento

Naproxeno Agua de la llave 26 Eslovenia Hernando et al., 2006

Efluente planta de )
Naproxeno . 1440 Chile Manzo et al., 2014
tratamiento

1.3 Toxicidad de antiinflamatorios no esteroideos en diferentes organismos expuestos

La presencia de productos farmacéuticos en el medioambiente es de gran preocupacion, y existe
poca informacion disponible acerca de su persistencia y degradacién en el medioambiente,
ademas de los posibles efectos adversos de dichas moléculas y sus derivados en organismos
expuestos (Isidori et al., 2005). Asi, los antiinflamatorios no esteroideos (AINESs) son los productos
farmacéuticos mas frecuentemente detectados en ambientes acuaticos (Parolini et al., 2009). A
continuacién, se mencionan algunos estudios llevados a cabo con el fin de evaluar la toxicidad

de antiinflamatorios no esteroideos en diversos organismos.

Ensayos de toxicidad crénica llevados a cabo en Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris) indicaron
cambios citolégicos tras 28 dias de exposiciéon a 1 pugL? de diclofenaco en higado, rifiones y
branquias. A una concentracion de 5 pugL? existieron fallas renales, ademas de bioacumulacién
del farmaco en higado, rifiones, branquias e intestinos (Schwaiger et al., 2004; Triebskorn et al.,

2004). La Figura N°1 muestra el dafio citolégico mencionado a las branquias del individuo.
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Figura 1. Branquias de trucha arcoiris. (a) Control, (b) tras exposicién a 1 ugL* de diclofenaco: degeneracién y necrosis de células

pilar (flecha), y dilatacion de paredes capilares. Magnificacion 400x. Tincion H-E. Fuente: Schwaiger et al., 2004.

En el afio 2004, Oaks et al. reportd una inusual disminucién mayor a un 95% en la poblacion de
tres especies de buitre a lo largo del subcontinente indio entre 1990 y la década del 2000, atribuida
principalmente a residuos de diclofenaco. Al ser aves carrofieras, estos ejemplares habrian
ingerido como fuente primaria de alimento cadaveres de ganado a los que les fue suministrado
dicho farmaco, lo que mas tarde las llevaria a padecer fallas renales y posteriormente gota, causa

principal de la muerte.

Un estudio de la Universidad de Tecnologia de Aachen en Alemania (Cleuvers, 2004) evalud la
ecotoxicidad de los AINEs diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y acido acetilsalicilico mediante
pruebas de inhibicion del crecimiento en Desmodesmus subspicatus y de inmovilizacién aguda
en el crustaceo plancténico Daphnia magna, obteniendo valores de ECso en el rango entre 72 a
626 mgL?! y entre 68 a 166 mgL?, respectivamente. DeLorenzo & Fleming (2008) reportaron
efectos significativos en una poblacion del fitoplancton marino Dunaliella tertiolecta tras ser
sometido a un bioensayo de toxicidad con el farmaco carbamazepina, viéndose reducida su

densidad celular en un 42% para una concentracién de 80 mgL™.

Asi, los sistemas de tratamiento de aguas residuales son el proceso de control esencial de la
presencia de contaminantes emergentes en medios acuaticos, pues segun las propiedades fisico-
guimicas de los productos farmacéuticos, sus metabolitos, productos de degradacion y
caracteristicas de los suelos, es que estos compuestos pueden llegar a estar presentes en aguas

subterraneas y contaminar acuiferos, o bien, mantenerse retenidos en suelos y bioacumularse,
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afectando a los ecosistemas y al ser humano por ser el agua la via principal de incorporacion de

contaminantes emergentes a la cadena tréfica (Tejada et al., 2014).

1.4 Métodos utilizados para la remocion de productos farmacéuticos desde aguas

residuales

Con el paso de los afios y desde que se comenz6 a tomar conciencia, en la década de los
noventa, del gran impacto que pueden llegar a tener este tipo de contaminantes emergentes en
la salud de cualquier organismo expuesto a aguas o suelos contaminados por ellos, es que se ha
hecho de vital importancia el desarrollo de procesos lo suficientemente aptos para la remocion

de productos farmacéuticos.

Coagulacion/flotacion, ozonizacion, adsorcién con carbén activado y suavizaciéon con cal son
algunos de los tipos de tratamiento que formaron parte del estudio llevado a cabo por Westerhoff
et al. (2005), en donde se analizé la remocién de gran variedad de productos farmacéuticos. Los
procesos relacionados con carboén activado y oxidacién por ozonizacion y cloracién obtuvieron
eficiencias de remocion mayores a un 90%, a diferencia de la coagulacion/flotacion con

eficiencias menores a un 20%.

En Republica Checa, Bfezinova et al. (2018) desarrollé un sistema de humedal artificial con flujo
subsuperficial horizontal para la remocion de ibuprofeno (IBU) y sus principales metabolitos,
hidroxi-ibuprofeno (OH-IBU) y carboxi-ibuprofeno (CA-IBU) desde aguas residuales municipales.
Los porcentajes de remocién para IBU, OH-IBU y CA-IBU fueron de 44.7%, 29.3% y 47.5%
respectivamente, resultados que segun el autor se condicen con el hecho de que el ibuprofeno y

sus metabolitos no son removidos con una alta eficiencia en condiciones andéxicas o anaerdbicas.

Un sistema de tratamiento terciario constituido por ultrafiltracion es el que se llevé a cabo en
Cantabria, Espafia por Urtiaga et al. (2013) en una planta de tratamiento de aguas residuales
habilitada para la remocion de particulas de un tamafio mayor a 130 um, en donde el efluente se
recirculaba a las unidades de ultrafiltracion. Los porcentajes de remocion de gemfibrozilo,
bezafibrato, furosemida y naproxeno fueron de 71, 21, 17 y 12%, para concentraciones de 3567
ngL?, 207 ngL?, 981 ngL? y 2949 ngL™?, respectivamente.
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1.5 Utilizacion de microorganismos para la biorremediacion de aguas residuales

contaminadas con productos farmacolégicos

A pesar de que gran parte de los métodos de tratamiento mencionados anteriormente pueden
llegar a ser bastante efectivos al reducir los niveles de un gran rango de contaminantes, suelen
tener variedad de inconvenientes, principalmente su complejidad a nivel tecnolégico, ser muy
costosos en aplicaciones de baja escala y ser dificiles de implementar cuando son requeridos

para tratar grandes volimenes de suelo y aguas residuales.

La biorremediacion se entiende como el proceso por el cual desechos organicos son degradados
biol6gicamente bajo condiciones controladas hasta un estado inocuo, o bien a niveles por debajo
de los limites maximos de concentracion permitidos por las autoridades (Mueller et al., 1996),
siendo una opcion que ofrece la posibilidad de remover o bien volver inofensivos una variedad de
contaminantes mediante el uso de la actividad biol6gica natural de una serie de microorganismos.
Los compuestos contaminantes involucrados son biotransformados por dichos microorganismos
a través de reacciones que tienen lugar como parte de su actividad metabdlica, donde toman
parte variedad de ataques enzimaticos (Vidali, 2001). El proceso suele verse influenciado por una
serie de factores medioambientales, fisicos y quimicos, a saber, la estereoquimica, toxicidad y
concentracion del contaminante, la eficiencia de la cepa microbiana, las condiciones de operacion
durante la degradacion, tiempos de retencion, la presencia de otros compuestos, y su

concentracion (Misal et al., 2011).

1.5.1 Micorremediacion.

Los organismos de importancia en la biorremediacion de aguas residuales corresponden a
bacterias, algas y hongos, donde por lo general al utilizarse estos ultimos, es que se suele hacer
referencia a la micorremediacién. Los hongos son organismos eucariotas, que crecen tipicamente
como filamentos llamados hifas, por lo que exhiben un crecimiento de tipo apical. Dichas hifas se
ramifican repetidamente detras de la punta, dando origen a una red llamada micelio. Sin embargo,
algunos hongos crecen como levaduras unicelulares mediante gemacién, pudiendo de igual

manera producir hifas para una eventual invasion de tejidos (Deacon, 2006).
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La micorremediacion es el uso de hongos y su actividad enzimatica para degradar una amplia
gama de contaminantes ambientalmente persistentes, como hidrocarburos aromaticos
policiclicos, tinturas, fenoles peligrosos, metales pesados, productos farmacéuticos, herbicidas,
insecticidas, cianotoxinas, entre otros (Rudakiya et al., 2019), sin la formacion de metabolitos
potencialmente peligrosos para el medioambiente y la salud humana (Prasad, 2017). Este
proceso se caracteriza por ser una estrategia econdémica, eco-amigable y eficiente para combatir
el constante incremento en la contaminacién de suelos y aguas. La fisiologia y estrategia de
colonizaciéon de los hongos miceliales les atribuye factores como un crecimiento robusto, una
vasta red de hifas, la produccion de una variedad de enzimas ligninoliticas extracelulares, una
alta relacion superficie/volumen, ser resistentes a metales pesados y su adaptabilidad a

fluctuaciones bruscas de pH y temperatura (Akhtar & Mannan, 2020; Silva et al, 2019).
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Los productos farmacéuticos y de cuidado personal son un grupo inmensamente diverso de
quimicos utilizados en distintas areas, como medicina veterinaria, cosmética, practicas agricolas
y cuidado de la salud humana. Dentro de ellos, los antiinflamatorios no esteroideos son los
farmacos mas consumidos a nivel mundial, ya que tienen la facultad de combinar propiedades
farmacologicas antiinflamatorias y analgésicas. Dichos compuestos son contaminantes
emergentes ubicuos liberados en ambientes acuaticos a través de aguas residuales domésticas,
efluentes hospitalarios, disposicién inadecuada por parte de los fabricantes y efluentes de plantas
de tratamiento de aguas residuales. Una alternativa biotecnoldgica para la remocion de los
compuestos anteriormente mencionados es la utilizacion de hongos y su actividad enziméatica
para su biodegradacion, y asi lograr disminuir en gran medida sus concentraciones en ambientes
naturales. El hongo de pudricién blanca de la madera Trametes versicolor ha sido ampliamente
estudiado en lo que a micorremediacién de aguas residuales respecta, por ser un organismo
cosmopolita y poseer ademas la capacidad de remover un amplio rango de productos

farmacéuticos.

Si bien existen variedad de articulos de investigacion en los que se reportan tanto la capacidad
de biodegradacién del hongo de pudricion blanca Trametes versicolor como los altos grados de
remocion del farmaco ketoprofeno, no es posible encontrar informacion respecto de los perfiles
de degradacion de dicho compuesto en aguas residuales por parte del hongo mencionado. Dichos
perfiles son de suma importancia a la hora de pensar en implementar un sistema de
micorremediacién a gran escala, pues la informacién que entrega un perfil de degradacion influye

derechamente en las ecuaciones de disefio de los distintos equipos a implementarse.

En el marco de depuracion de aguas residuales y la proteccién y conservacion del estado natural
de ambientes acuaticos susceptibles de contaminacién por contaminantes emergentes, es que
mediante modelos cinéticos y matematicos que describan el crecimiento, mecanismos de
degradaciéon y metabolismo de estos individuos, se plantea la obtencion de perfiles de
degradacion del farmaco ketoprofeno como una molécula orgénica, para asi establecer las
condiciones de operacion bajo las cuales se desempefie Trametes versicolor en la

micorremediacién de dicho compuesto desde aguas residuales.



Potencial de uso del hongo de pudricién blanca Trametes versicolor, en la biodegradacién del antiinflamatorio no
esteroideo ketoprofeno

OBJETIVOS

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Establecer la potencialidad del uso de Trametes versicolor en la biodegradacion del farmaco

ketoprofeno para su aplicacion en la depuracidén de aguas residuales.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar cualitativamente el antiinflamatorio no esteroideo Ketoprofeno.

- Definir las condiciones de operacion y parametros cinéticos para la biodegradacion de
ketoprofeno, mediante el hongo Trametes versicolor.

- Obtener, a partir de un modelo matematico, perfiles de degradacién de ketoprofeno en

medio acuoso mediante el hongo Trametes versicolor.
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4.1. Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos son productos farmacéuticos de gran popularidad debido a
sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas (Mendoza et al., 2008), siendo un
conjunto heterogéneo de compuestos quimicos que por lo general no tienen relacion entre si,
pero que comparten acciones terapéuticas para el control en diversos grados del dolor, la
inflamacion y la fiebre (Prieto, 2007). El primer antiinflamatorio no esteroideo fue aislado en 1829,
cuando cientificos alemanes fueron capaces de recuperar salicilato desde una corteza de sauce.

Mas tarde, en la década de los '60, la indometacina seria desarrollada (Green, 2001).

La actividad antiinflamatoria de los AINEs se ve mediada a través de sus efectos inhibitorios en
la actividad de la ciclooxigenasa (COX), una enzima clave en la sintesis de prostaglandina, la
cual posee a su vez una fuerte capacidad de inducir inflamacion (Mizushima, 2010; Diaz-
Gonzalez & Sanchez-Madrid, 2015). La enzima ciclooxigenasa, también conocida como
prostaglandina-endoperéxido sintasa (PGHS por sus siglas en inglés), existe en 2 isoformas:
PGHS-1 o COX-1 (constitutiva) y PGHS-2 o COX-2 (inducible) (Osafo et al., 2017), donde la
primera es responsable principalmente de la sintesis de prostaglandinas que ejercen un efecto
citoprotector en el tracto gastrointestinal y el control de funciones renales, mientras que la
segunda es activada de manera selectiva por estimulos proinflamatorios, facilitando la liberacién

de prostaglandinas involucradas en el proceso de inflamacion (El Sayed et al., 2018).

Estos compuestos se encuentran entre los productos farmacéuticos mas frecuentemente
detectados en ambientes acudticos, esto debido a su hidrofilicidad y estabilidad, pudiendo
permanecer en fase acuosa y ser detectados en aguas superficiales e incluso subterrdneas
(Manzo et al., 2014).

4.2. Antiinflamatorios esteroideos

También llamados corticosteroides o glucocorticoides (como el cortisol, por ejemplo), los
antiinflamatorios esteroideos son corticoides naturales (hormonas que produce la corteza
adrenal) o semisintéticos, de caracteristicas a nivel estructural parecidas a los primeros, aunque
suelen ser mas potentes. En general su uso se ha visto ampliamente limitado debido a sus
importantes efectos secundarios y efectos sobre las actividades metabdlicas del organismo
(Divins, 2014, Belanoff et al., 2001).

11
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Son ampliamente utilizados para el tratamiento del asma y otros trastornos alérgicos,
inflamatorios e inmunolégicos, donde los corticosteroides administrados por inhalacion se han
establecido como un tratamiento de primera linea en adultos y nifios con asma persistente
(Barnes, 2006).

Los corticosteroides se ven involucrados en una variedad de procesos fisiolégicos, incluyendo la
respuesta al estrés, respuesta inmune y regulaciébn de la inflamacién, metabolismo de
carbohidratos, catabolismo de proteinas y niveles y comportamiento de electrolitos en la sangre
(Stern et al., 2017). En los humanos el cortisol es la hormona corticosteroide principal secretada
ante episodios de estrés (en roedores, por ejemplo, lo es la corticosterona). Dos receptores de
corticosteroides median una gran mayoria de los efectos del cortisol y la corticosterona: los
receptores mineralocorticoides de alta afinidad (MRs) y los receptores glucocorticoides de baja
afinidad (GRs) (Meijer et al., 2019).

4.3. Hongos de pudricidon blanca de lamadera como una alternativa biotecnolégica para
laremocioén de productos farmacéuticos desde aguas residuales

Los hongos de pudricién blanca de la madera poseen la habilidad de degradar un rango
extremadamente diverso de contaminantes ambientales persistentes y toxicos, esto debido a que
estos organismos Unicos en su clase estan capacitados para degradar paredes celulares
lignificadas, donde la estructura irregular de la lignina la hace ser muy resistente a ataques
enzimaticos, pues se encuentra intercalada con hemicelulosas, formando una matriz que rodea
las microfibrillas de celulosa, proveyendo asi de una barrera fisica y quimica contra sistemas
biodegradativos (Blanchette, 1991), siendo imposible su degradacién por enzimas intracelulares.
Es en este contexto que los hongos mencionados han desarrollado mecanismos muy
inespecificos para poder degradar lignina de la madera, basados en la producciéon de enzimas
extracelulares como la lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa, en
respuesta a bajos niveles de fuentes clave de nutrientes, condiciones conocidas como
ligninoliticas (Barr & Aust, 1994).

Las enzimas mencionadas catalizan reacciones de los altamente reactivos e inespecificos
radicales libres, generando una despolimerizacion y degradacion de la lignina. Asi, el comprender
como esto se lleva a cabo es fundamental para tener una nocion de la gran cantidad de
contaminantes ambientales que pueden llegar a ser degradados por estos hongos (Aust &
Benson, 1993).

12
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La utilizacibn de hongos de la pudricibn blanca de la madera como una herramienta
biotecnoldgica efectiva y de bajo costo para la depuracion de contaminantes emergentes
recalcitrantes ha estado bajo evaluacion en las Ultimas décadas, dejando a la micorremediacion
como una solucién viable que utiliza hongos (o bien sus enzimas) para la rehabilitacién de

ambientes contaminados a su condicion original (Tortella et al., 2013).

Respecto a la remocién de antiinflamatorios no esteroideos, Marco-Urrea et al. (2010a) ha
reportado rapidas velocidades de degradacién de naproxeno por el hongo de pudricion blanca de
la madera Trametes versicolor, que tras ser agregado en concentraciones tipicamente
encontradas en el medioambiente (55 pgL?), fue degradado en un 95% tras 5 horas de
exposicion, llegando a niveles no detectables pasadas las 6 horas. La Figura N°2 muestra la

degradacién mencionada de naproxeno a través del tiempo.
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Figura 2. Degradacién de naproxeno a través del tiempo por Trametes versicolor a 55 pugL. Simbolos: Controles sin inocular (e),
controles inactivados por calor (o), cultivos experimentales (V). Valores presentados como medias + SD. Los granulos miceliales

afiadidos fueron de 248.3 + 2 mg. Fuente: Marco-Urrea et al., 2010a.

Cruz-Morat6 et al. (2013) utilizé un biorreactor de lecho fluidizado por lotes para estudiar la
degradacion de productos farmacéuticos presentes en aguas residuales urbanas en sus
concentraciones preexistentes y bajo condiciones estériles, por el hongo Trametes versicolor.
Asi, para compuestos como ibuprofeno, naproxeno y acetaminofeno (paracetamol), presentes en
concentraciones de 12.61 ugL™?, 35.58 pgL?! y 3.87 pgL? respectivamente, el autor reporta
porcentajes de remocion de un 100% tras 24 horas de exposicion para ibuprofeno y naproxeno,

y tras 8 horas de exposicidn para acetaminofeno.
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Debido a su baja tasa de degradabilidad en plantas de tratamiento, es que el ketoprofeno ha sido
reportado por varios autores con una gran variabilidad en eficiencias de remocién en plantas de
tratamiento de aguas residuales, que van desde un 38% hasta casi un 100% en algunos casos
(Lindgvist et al., 2005; Santos et al., 2007). En este contexto es que Marco-Urrea et al. (2010b)
evalu6 el uso de Trametes versicolor para degradar efectivamente ketoprofeno en un medio
liquido definido. Se determin6 que el hongo removid ketoprofeno a niveles no detectables en 24
horas tras ser agregados 10 mgL* del mismo, mientras que a una baja concentracién (40 pgL™)
y tras 6 horas fue removido en un 95%, con granulos miceliales agregados en peso seco de 124

+5.2mgy 233.2 + 8.4 mg, respectivamente.

Si bien el grupo de hongos de pudricidn blanca de la madera es extenso, con ejemplares como
Ganoderma lucidum, Phanerochaete chrysosporium, Pycnhoporus sanguineus, Trametes maxima,
Pleurotus ostreatus y Dichomitus squalens, pocas son las especies que logran siquiera acercarse

a los grados de remocion de contaminantes que posee Trametes versicolor.

Trametes versicolor tiene la particularidad de poseer un amplio espectro de degradaciéon de
contaminantes emergentes (Rodriguez, 2012), ser altamente tolerante a concentraciones
considerablemente altas de los mismos y bajos valores de pH (Quintero, 2011), ademas de poder
crecer en sustratos lignocelulésicos provenientes de residuos de muy bajo costo, como viruta de

madera, paja de trigo 0 mazorcas de maiz (Barr & Aust, 1994).

4.4. Enzimas

Todas las reacciones bioquimicas son catalizadas por enzimas, proteinas que cumplen la funcién
de catalizadores biolégicos, siendo sustancias que aumentan la rapidez o velocidad de una
reaccion quimica sin verse alterada ella misma en el proceso global, disminuyendo la energia de
activacion que se requiere para una reaccion quimica (Mathews et al., 2002). Las enzimas se
desnaturalizan debido a elevadas temperaturas y niveles de pH extremos. Asi, su estado
fisicoquimico y su influencia en reacciones quimicas dependen de factores como el pH, fuerza

iGnica, temperatura, y la presencia o ausencia de inhibidores o activadores (Tabatabai, 1994)
4.4.1. Mecanismo de accion

La funcién de una enzima es la de unir una molécula de sustrato (o bien variedad de sustratos)
en una region de la enzima denominada sitio activo, que por lo general consta de una pequefia

hendidura o grieta en una molécula proteinica grande, donde su estructura sirve para orientar de
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manera Optima al sustrato. Como resultado de esto, el complejo enzima-sustrato se transforma

en producto y energia libre (McKee & McKee, 1996).
4.4.2. Enzimas ligninoliticas

Los hongos de pudricién blanca de la madera son los principales organismos involucrados en la
mineralizacion de la lignina, proceso que es llevado a cabo mediante un sistema enzimatico
inespecifico extracelular que involucra la produccion de enzimas denominadas ligninoliticas, que
incluyen a la lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), lacasa y otro grupo de
oxidasas (Davila & Vazquez-Duhalt, 2006).

Las peroxidasas son enzimas hemo-contenedoras con ciclos cataliticos que involucran una
activacion por peroxido de hidrégeno (H20-) y la reducciéon de sustrato de los intermediarios 1y
2. Asi, las enzimas LiP y MnP oxidan al sustrato mediante dos pasos consecutivos de oxidacion
de un electron, con la formacién de radicales catidnicos intermedios. LiP cataliza la
despolimerizaciébn oxidativa dependiente de H:O. de la lignina (Tien & Kirk, 1983), es
relativamente inespecifica para sus sustratos y se ha conocido que oxida sustratos aromaticos
fendlicos y una variedad de unidades de lignina no fendlicas (hasta un 90% del polimero). Por su
parte, MnP genera Mn®*, que actda como un oxidante difusible en unidades tanto fendlicas como

no fendlicas a través de reacciones de peroxidacion lipidica (Sanchez, 2009; Wong, 2008).

Las denominadas lacasas (Figura N°3) representan una de las enzimas mas antiguas alguna vez
descritas a partir del hongo T. versicolor y el arbol de laca japonés R. vernicifera (Yoshida, 1883),
siendo uno de los grupos de enzimas mas prometedores en lo que respecta a la
descontaminacion de sistemas contaminados con fenoles y en aplicaciones biotecnolégicas como
la remocién de compuestos téxicos desde ecosistemas terrestres y acuaticos (Bollag, 1992).
Plantas superiores y hongos (mayoritariamente de la pudriciéon de la madera) son los principales
productores de lacasas, que perteneciendo a la clase de las fenoloxidasas, catalizan la
polimerizacién de gran variedad de sustancias fendlicas a productos poliméricos. Ademas, han
transformado lignina y compuestos relacionados con la lignina, mostrando una especificidad muy

amplia de sustrato (Gianfreda et al., 1999).
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Figura 3. Estructura en 3D de la lacasa producida por Trametes versicolor. Fuente: Wong, 2008.
4.5. Dindmica de sistemas

La filosofia de lo que es la dinamica de sistemas se basa principalmente en el concepto de
retroalimentacién entre variables que son de caracter observable, que pueden a su vez describir
alguna caracteristica de componentes basicos o magnitudes globales del sistema, donde la
relacién de causalidad entre dichas variables es el foco principal de la dinAmica de sistemas, pues

facilita el dar respuesta a comportamientos globales (Izquierdo et al., 2008).
45.1. Sistema

Un sistema corresponde a una especie de objeto compuesto por un conjunto de partes entre las
que existe una cierta relacion gue las articula en la unidad, que viene siendo precisamente el
sistema. Asi, éste se manifiesta como un elemento de la realidad que se encuentra dotado de
cierto grado de complejidad, justamente por encontrarse formado por distintas partes que
interactian entre si. Dicha interaccidn genera que las partes se coordinen y sean asi una entidad
de caracter propio, percibiéndose entonces el concepto de sistema como algo que se distingue

de su entorno, pero que mantiene una constante relacioén con él (Aracil & Gordillo, 1997).
4.5.2. Modelo

Un modelo es una representacion de cierto aspecto de la realidad con cierto grado de abstraccion

gue (1) facilita o simplifica la construccién del mismo (pues el intentar incluir todos los aspectos
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que reune la realidad en un modelo seria imposible, debido a la enormidad de matices que
presenta) y (2) generaliza a dicho modelo, pues permite tener la posibilidad de reconocer patrones
estructurales del sistema que a simple vista serian indetectables, pudiéndose asi extrapolar a
otros modelos (Rueda & Rico, 2017).

Segun Donado et al. (2005) las principales propiedades de un modelo se pueden resumir en:

1) Debe reflejar de manera adecuada las caracteristicas del sistema que son de interés.
2) Debe ser lo suficientemente sencillo como para resultar manejable en su totalidad.

4.5.3. Simulacion

La simulacién entonces se puede entender como el proceso de asignar datos a las distintas
variables que forman parte de las ecuaciones de un modelo que representa cierto sistema que
se quiera estudiar como una aparente réplica o procesos del mundo real (Aracil & Gordillo,1997),
procesar dichos datos mediante los procedimientos propios del software que se esté utilizando,
y en base a las respuestas obtenidas, analizar el comportamiento de dicho sistema bajo las

condiciones establecidas inicialmente (Rueda & Rico, 2017).

Por otro lado, Nance & Sargent (2002) sefialan la definicién de simulacién como: “X simulaa Y”
es verdad si, y solo si, (a) X e Y son sistemas formales, (b) Y se toma como el sistema real, (c) X
se toma como una aproximacion al sistema real y (d) las reglas de validez en X se encuentran

libres de error”.

La simulacion del modelo en una computadora permite ejecutarlo y poner a prueba las hipétesis
dinamicas, su comportamiento y su grado de sensibilidad ante perturbaciones externas. La
existencia de discrepancias frente al sistema real obligaria entonces a un refinamiento o ajuste
en las ecuaciones que componen dicho modelo, o bien la redefinicién del mismo, verificando de

tal manera su consistencia estructural (Serra, 2016).
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5. MATERIALES Y METODOS

En la Figura N°4 se muestra el diagrama de bloques correspondiente a la metodologia establecida

para el cumplimiento de los objetivos planteados, la cual es explicada en detalle méas adelante.

‘ Caracterizacion farmaco
I oY

|

| Definir condiciones de
| operacién/parametros cinéticos

Estudioc de casos

|
‘ Busqueda de ]

enzimatica

Analisis de actividad ]

- |

' ¥y . modelos cinéticos
| Desarrollo de sistema de - I
|

ecuaciones

ecuaciones

‘r' Busqueda de ]

F 3

v

‘ Recopilacién de datos

v

Seleccion de software,
calibracién de modelo y
obtencion de simulaciones

Figura 4. Metodologia establecida para el cumplimiento de los objetivos.

5.1. Caracterizacién cualitativa de Ketoprofeno

Se caracteriz6 cualitativamente al antiinflamatorio no esteroideo mediante revisién bibliografica
en libros, articulos de investigacion y fuentes confiables (es decir, propiedades fisicas, quimicas,
farmacoldgicas, clinicas, farmacocinéticas y toxicolégicas, mecanismos de accién, niveles de
eficacia clinica, etc.), para asi poner en contexto a la molécula organica con la cual se llevaron a

cabo las simulaciones.
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5.2. Definicion de condiciones de operacidon y pardmetros cinéticos

Mediante la revisién de estudios de casos en donde se haya hecho uso de Trametes versicolor
para la degradaciéon de Ketoprofeno (o0 bien moléculas andlogas), se buscd obtener
concentraciones pre y post tratamiento del mismo, tipo y condiciones del medio de cultivo y
condiciones ambientales, ademas del analisis de las distintas actividades enzimaticas

extracelulares que lleva a cabo el hongo en cuestién como parte de su metabolismo.

Lo anterior se debe a que la actividad metabdlica y el crecimiento celular del organismo dependen
de dichas condiciones ademas de mecanismos especificos de regulacion enzimatica, los que son
altamente importantes para los procesos de produccion de enzimas y, por ende, en la

degradacion de moléculas organicas.
5.3. Desarrollo de un sistema de ecuaciones diferenciales

Se desarrollé un sistema de ecuaciones diferenciales mediante la busqueda de ecuaciones que
describieran (1) modelos cinéticos de comportamiento para poblaciones de microorganismos y
(2) el consumo o degradacion de moléculas organicas por medio de ellos, planteando asi los

balances de materia en estado no estacionario correspondientes.
Asi, el sistema propuesto considera:

1. Un biorreactor batch destinado a el crecimiento del hongo y su produccién enzimética.

2. Un biorreactor batch enfocado en la degradacién del antiinflamatorio estudiado.
5.4. Seleccidon de software, calibraciéon de modelo y obtencién de simulaciones

Se buscé resolver el sistema de ecuaciones diferenciales planteado, en donde a través de
balances de materia y en base a las debidas suposiciones, se calibr6 el modelo mateméatico
propuesto mediante la asignacion a dichas ecuaciones de valores correspondientes a las
condiciones de operacion y parametros cinéticos obtenidos. Dicho modelo fue construido por
medio de diagramas de bloques que describen cada etapa del proceso en el software Matlab®
R2020b y su aplicacién integrada Simulink, una herramienta disefiada para la simulacién de
modelos o sistemas. Lo anterior se llevo a cabo con el fin de contrastar los resultados obtenidos
con los valores presentes en bibliografia y eventualmente llevar a cabo ajustes a las ecuaciones
diferenciales planteadas, si asi lo requirieran. Esto permiti6 establecer las variables mas
influyentes a controlar tanto en el crecimiento de Trametes versicolor como en su actividad
enzimatica, para asi analizar el comportamiento de las variables de respuesta en las ecuaciones
diferenciales propuestas para la prediccién de la degradacion de Ketoprofeno, y luego poder

obtener las simulaciones correspondientes, es decir, los perfiles de degradacion del farmaco.
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6.1. Caracterizacién cualitativa del antiinflamatorio no esteroideo Ketoprofeno
6.1.1. Descripcion

El Ketoprofeno (acido 2-(3-benzolfenil) propidnico) es un antiinflamatorio no esteroideo
perteneciente al grupo de los derivados del acido propionico, con propiedades antiinflamatorias,
analgésicas y antipiréticas. Con formulaciones orales, dérmicas, rectales e intravenosas, es
utilizado en el tratamiento de una variedad de enfermedades inflamatorias agudas y crénicas,
ademas de artritis reumatoide, osteoartritis, espondiloartritis anquilosante y calambres
abdominales asociados a la menstruacion. Con una vida media de 2 a 4 horas en el organismo,
es metabolizado en el higado y excretado mediante la orina, y en menor medida en las heces
(Kantor, 1986; Cailleteau, 1988).

Ha existido cierto interés agregado en este farmaco debido a sus posibles beneficios terapéuticos
en la prevencion de los canceres colorrectal y pulmonar, asi como en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson (Hirohata et al., 2008). Por otro
lado, se han reportado efectos adversos comunes producto de la administracién de Ketoprofeno,
como lo son sangrado en el tracto gastrointestinal, vomitos, nauseas, nefrotoxicidad,

hepatotoxicidad, desordenes en el sistema nervioso central y alteracion del suefio (Veys, 1991).

6.1.2. Propiedades fisicas y quimicas

Es un polvo cristalino inodoro parcialmente blanco y con un sabor amargo fuerte. Su peso
molecular es de 254.3 (gmol?), posee un pKa de 5.94 en metanol:agua (3:1) y un coeficiente de
reparto n-octanol:agua (Kow) de 0.97 (Rencber et al., 2009; Hosny et al., 2013). Su estructura

quimica (C16H1403) se muestra en la Figura N°5.
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Figura 5. Estructura quimica del Ketoprofeno. Fuente: Rencber et al., 2009.

Esta molécula es practicamente insoluble tanto en agua como en condiciones de acidez, pero
libremente soluble en acetona, etanol, cloruro de metileno, cloroformo, éter y benceno. Se sabe
gue el ajustar el pH a un valor mayor produce la solubilizacion del farmaco, ya que la solubilidad
incrementa a valores de pH por sobre el pKa del mismo. Su punto de fusién suele fluctuar dentro
del rango de 91°C a 97°C (Okai, 2005).

6.1.3. Estereoquimica

Es una molécula quiral debido a que posee un carbono asimétrico (o bien, centro quiral) y al ser
racémico su estereoquimica viene dada por sus dos enantibmeros R(-) y S(+), donde el
enantiomero S es el responsable activamente (eutdmero) de efectos farmacoldgicos relacionados
con la reduccion de inflamacion y el alivio del dolor, mientras que el enantiomero R es el mas
inactivo (distbmero) en términos terapéuticos (Jamali & Brocks, 1990; Blanco et al., 2003). La

Figura N°6 muestra la estereoquimica del farmaco.

- LY

HO,C CO,H

Figura 6. Estereoquimica de Ketoprofeno. Enantiémeros S(+) y R(-) a la izquierda y derecha, respectivamente. Fuente: Rengber et
al., 2009.
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6.1.4. Mecanismo de accion

La accién analgésica y antiinflamatoria de los antiinflamatorios no esteroideos y de Ketoprofeno
en particular se debe a la inhibicién no selectiva de isoformas de la ciclooxigenasa (COX), una
enzima involucrada en la produccién de prostaglandinas, potentes mediadores de inflamaciones,
que resultan en edemas, dolor y vasodilatacion (Simon, 1999; Green, 2001). Existen 2 tipos de
COX; la COX-1 se produce constantemente en las células del cuerpo bajo condiciones
fisiologicas, mientras que la COX-2 es inducida por citoquinas, mitdgenos y endotoxinas bajo
condiciones patoldgicas, como lo es la inflamacion (Mennillo et al., 2017). Estas isoenzimas
poseen diversos roles fisioldgicos y patofisiologicos, donde exhiben diferencias
farmacol6gicamente importantes en términos de estructura y perfiles de inhibicion. Asi, los efectos
secundarios no deseados de estos farmacos se atribuyen a su accién inhibitoria de la COX-1,
mientras que los efectos terapéuticos de los mismos se relacionan con la inhibicién de la COX-2
(Villegas et al., 2004). Ketoprofeno ha demostrado una inhibicion importante de COX-1y por lo
tanto incrementa el riesgo de padecer efectos secundarios en el tracto gastrointestinal si su

administracién oral es sostenida en el tiempo (Adachi et al., 2011).

Ketoprofeno produce una inhibicién reversible de la COX al competir con el sustrato (acido
araquidonico) por el sitio activo de la enzima (Vane & Botting, 1996). El efecto terapéutico de
Ketoprofeno reside casi Unicamente en el enantibmero S(+), ya que el enantibmero R(-) carece
de interacciones con el sitio de uniéon de la ciclooxigenasa. Ademas, el enantibmero S(+) es
absorbido rapidamente en el tracto gastrointestinal (unas 2 horas aproximadamente),

caracterizandose asi por un rapido inicio de la accién biolégica (Evans, 1992; Barden et al., 2009).
6.1.5. Toxicologia

Recientemente, Bownik et al. (2020) determind la influencia del Ketoprofeno en concentraciones
desde 0.005 mgL™ hasta 50 mgL™ en criterios de valoracion de comportamiento (velocidad de
nado, frecuencia de salto) y fisiolégicos (ritmo cardiaco, actividad de la extremidad toracica,
movimientos de mandibula) de Daphnia magna, evidenciando una significativa disminucion en
dichos criterios tras 24 y 48 horas de exposicion, respectivamente. Asi, ambos resultados
indicaron que las dafnias responden de manera negativa al farmaco en concentraciones normales
en el medioambiente. A modo de ejemplo, la Figura N°7 muestra el efecto de Ketoprofeno en la

velocidad de nado de Daphnia magna.

22



Potencial de uso del hongo de pudricién blanca Trametes versicolor, en la biodegradacién del antiinflamatorio no
esteroideo ketoprofeno

RESULTADOS

=

£

E

©

g‘-,_ 5 N\ 1 =@=0 mg/L

W ~8—0.005 mg/L
E ) #—0.05 mg/L
H 3 =>¢=0.5 mg/L
o

) @5 mgll
52 050 mg/L

* ¥ W *

0h 24 h 48 h
Time of exposure to ketoprofen

Figura 7. Velocidad de nado de Daphnia magna expuesta a diferentes concentraciones de Ketoprofeno. Resultados son
presentados como valores medios + SD. Asteriscos indican significancia estadistica a p<0.05 al ser comparada con el control.
Fuente: Bownik et al., 2020.

lliés et al. (2014) compard la degradacién de Ketoprofeno mediante ozonizacién (Os3) y su
combinacién con radiacién ultravioleta (Os/UV); Os/UV resulté ser mas efectiva, llamando ademas
la atencion de que los productos de transformacion resultaron ser de una toxicidad mucho mayor
que la del Ketoprofeno como tal hacia especies de ecosistemas acuaticos como

Pseudokirchneriella subcapitata, Daphnia magnay Vibrio fischeri.

Variedad de estudios de toxicidad aguda y oral crénica de Ketoprofeno han demostrado lesiones
y sangramiento gastrointestinal, erosiones, Ulceras intestinales, peritonitis y muerte en ratas,
perros y monos (Nieto et al., 2002; Shientag et al., 2012; Okai, 2005), efectos negativos en tasas
de crecimiento y marcados retrasos en su desarrollo en etapas tempranas en embriones y larvas
de la Carpa comun (Cyprinus carpio) (Praskova et al., 2013) y signos de depresion, pérdida de
apetito y coma aparente en ejemplares de buitres leonados (Gyps coprotheres) con resultado de

muerte tras 48 h de administrada una dosis de 5 mg/kg (Naidoo et al., 2010).
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6.2. Definicion de condiciones de operacion y pardmetros cinéticos

Se consideraron 2 biorreactores tipo batch dentro del sistema, uno para el proceso de crecimiento
y produccién enzimética, y uno para el proceso de biodegradacion del farmaco. A continuacién
se definen las condiciones de operacion y los pardmetros cinéticos considerados dentro del

modelo matemético para cada biorreactor.
6.2.1. Biorreactor N°1

Para el primer biorreactor se consideré una fermentacion en cultivo sumergido con medio
Trametes definido (TDM) modificado (Anexo Al), segun lo descrito por Roy & Archibald (1993),
en condiciones de limitacién de carbono y con adicion de inductores para mejorar la produccion
de lacasa, como lo son el cobre, la 2,5-xilidina y una mezcla fenélica, componentes considerados

como micronutrientes (Bollag & Leonowicz, 1984; Palmieri et al., 2000).

Los parametros cinéticos relacionados directamente con las condiciones de operacion sefialadas

son detallados en la tabla N°2.

Tabla 2. Parametros cinéticos asociados al biorreactor N°1.

) Ecuacién
Nombre Nomenclatura Valor Proceso asociado _
asociada
Tasa de crecimiento i o
o . Mméx 0.82 (dia?) Crecimiento 1
especifica méxima
Constante de afinidad Ks 1.3 (g dm) Crecimiento 1
Rendimiento de la biomasa Yxis -0.38 (g gY) Consumo de sustrato 2
Constante asociada al . o
o a 0.147 (U g?b) Produccion enzimatica 3
crecimiento
Constante no asociada al . . o
o B 499 (U gt dial) | Produccion enzimatica 3
crecimiento

A lo anterior se le suman ciertas suposiciones, como lo son un previo cultivo del microorganismo
en medio Tien y Kirk en placas de Petri a 28°C por 7 dias previo a su utilizacion (Tien & Kirk,
1988) y ajustes de pH a 5.0 al medio de cultivo antes de una esterilizacion a condiciones estandar
de 121 °C por 21 min (Tavares et al., 2005).
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Para el caso del segundo biorreactor se considerd una cinética de Michaelis-Menten, en donde

se utilizaron los parametros cinéticos determinados por Arca-Ramos et al. (2016) de lacasa libre

con acido 2,2'-azino-bis—(3—etilbenzotiazolin—6—sulfénico) (en adelante ABTS) como sustrato

enzimatico.

Los parametros cinéticos relacionados con las condiciones mencionadas son detallados en la

tabla N°3, asi como las constantes de conversion, en la tabla N°4.

Tabla 3. Parametros cinéticos asociados al biorreactor N°2.

) Ecuacion
Nombre Nomenclatura Valor Proceso asociado _
asociada
Constante catalitica Keat -153.7 (dia?) Biodegradacion 4
Constante de Michaelis-Menten Kwm 38.5 (UM) Biodegradacion 4
Tabla 4. Constantes afiadidas a la ecuacion N°4.
) Ecuacion
Nombre Nomenclatura Valor Proceso asociado )
asociada
Constante de conversion 0 0.01 (ug U?) Biodegradacion 4
Constante de conversion A 86400 (s diat) Biodegradacion 4

Se supusieron condiciones estandar para la determinaciéon de los pardmetros cinéticos

mencionados (0.1 M de tampdn acetato, pH 4.0 y 25 °C) (Arca-Ramos et al., 2016).
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6.2.3. Representacion de la configuracion del proceso

La Figura N°8 muestra un esquema que representa la configuracion del proceso. Se plantea la
utilizacion de un sistema de separacién tedrico (A) a la salida del primer biorreactor. Dicho
separador consta de dos membranas internas (Anexo A2), en donde la primera permite el paso
de moléculas de un tamafio menor o igual a 72 kilodalton (kDa) (es decir, enzimas producidas y
sustrato) y la segunda permite el paso de moléculas con un tamafio menor o igual a 32 (kDa) (es
decir, glucosa, que posee un tamafio aproximado de 0.18 (kDa), siendo recirculada al primer
biorreactor en conjunto con la biomasa), lo cual resulta en el paso exclusivo de enzimas al
segundo biorreactor. El rango de tamafios descrito anteriormente se centra en el peso molecular

de la enzima producida (lacasa), el cual es de 52 (kDa), considerando asi un rango de +20 (kDa).

A lo anterior se le suma un sistema de nanofiltracion (B) a la salida del segundo biorreactor, para
filtrar el agua del resto de la mezcla, recirculando esta al segundo biorreactor, y el agua al primero,

en conjunto con la biomasa y el sustrato provenientes del separador (A).

Esta configuracién busca fundamentalmente mantener condiciones de volumen constante y un
equilibrio en el sistema, lo cual formo6 parte de las suposiciones al elaborar las ecuaciones

diferenciales descritas en el apartado 6.3.

Figura 8. Esquema que representa el proceso general.
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6.3. Desarrollo de un sistema de ecuaciones diferenciales

6.3.1. Crecimiento y produccion enzimatica de Trametes versicolor

Para el caso del primer biorreactor, se plante6 un modelo del tipo Monod (Tavares et al., 2005)
gue logra describir la variacion de la biomasa a través del tiempo, descrito por la ecuacién N°1,

ademas de un diagrama de blogues en el software MATLAB y su herramienta integrada Simulink,
que describe a la misma (Figura N°9):

d_X — Hmax S o
dt (Ks+S)
O
u méx r Lx
o :
Ks + >
s | P
”

dX/dt

Figura 9. Diagrama de bloques que describe la variacion de la biomasa a través del tiempo.

El consumo de sustrato se ve representado por la ecuacién N°2, obtenida a partir de un ajuste
llevado a cabo sobre la expresion original de Tavares et al. (2005). De igual manera, la Figura

N°10 presenta el diagrama de bloques correspondiente al consumo de sustrato:

dx
_4S _ _ar o
S
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Figura 10. Diagrama de bloques que describe el consumo de sustrato a través del tiempo.

La producciéon enzimética del microorganismo fue representada por la ecuacién N°3, y el

diagrama de bloques que le corresponde se presenta en la Figura N°11.

dP dX
E_ CXE-F,BX (3)

a

dX/dt

4
B q

Po
X

Figura 11. Diagrama de blogues que describe la produccion de enzimas a través del tiempo.

De esta manera, el diagrama general para el primer biorreactor queda demostrado en la Figura
N°12, en donde se puede apreciar que los procesos de crecimiento, consumo de sustrato y la

produccion enzimética se encuentran interrelacionados.
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Figura 12. Diagrama de blogues general del primer biorreactor.

Donde X (g L) es la concentracién de biomasa, S (g L) es la concentracién de sustrato (glucosa)
como fuente de carbono para el crecimiento del microorganismo, P (U L?) es la concentracion de
enzimas producidas, t es el tiempo (dia), pmax (dia?) es la tasa de crecimiento especifica maxima
del microorganismo, Yxs (g g*) es el rendimiento de la biomasa, Ks (g dm) es la constante de
afinidad del microorganismo por el sustrato, a (U g*) es la constante asociada al crecimiento, y 8

(U g dia?) es la constante no asociada al crecimiento.

6.3.2. Biodegradacién de Ketoprofeno por la actividad enzimatica de Trametes

versicolor

El segundo biorreactor considerado en el sistema involucra la biodegradacion del farmaco en
cuestion por efecto de la lacasa producida por Trametes versicolor en el primer biorreactor. Para
describir este proceso a lo largo del tiempo se planted la ecuacion N°4, la cual sigue una cinética

del tipo Michaelis-Menten:
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PS»
dS; KcatHAPMlacPMKet
— 4
dt Ky + 55 *

Donde S; (uUM) es la nueva concentracion de sustrato para la enzima (farmaco), t (dia) es el
tiempo, Kea (dial) es la constante catalitica (nimero de moléculas de sustrato que cada sitio
activo de la enzima convierte en producto por unidad de tiempo), 8 (ug U?) y A (s dia?) son
constantes de conversion de unidades, P (U L?) es el valor de la concentracién de enzima
alimentada desde el primer biorreactor, PMiac (Ug pmol?) es el peso molecular de la enzima
catalizadora (que en este caso es lacasa), PMke: (g pumol?) es el peso molecular del Ketoprofeno,
y Kv (ULM) es la constante de Michaelis-Menten, valor utilizado como una medida de la afinidad
de la enzima por el sustrato (Ingole & Rathod, 2020). La ecuacion descrita se ve ademas reflejada

en el diagrama presente en la Figura N°13.
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Figura 13. Diagrama de bloques general del segundo biorreactor, que describe la biodegradacion del farmaco a través del tiempo.

Finalmente, el diagrama general que involucra tanto al primer como al segundo biorreactor, y que

describe todos los procesos antes mencionados, se muestra en la Figura N°14.
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Figura 14. Diagrama general del proceso.

6.4. Calibracion de modelo y obtencién de simulaciones a través del tiempo
6.4.1. Andlisis de sensibilidad

Se llevd a cabo un andlisis de sensibilidad paramétrica sobre la Ecuacion N°4 (correspondiente
a la biodegradacion del farmaco estudiado) para determinar la magnitud de los cambios en la
respuesta del modelo, al variar ciertos valores de componentes del mismo, asi como la adicion
de otros (Plata et al., 2011). Para esto se agreg6 una constante de dilucion (p) (ver Ecuacion N°5)
con el fin de evaluar la respuesta del modelo frente a cambios en la concentracién de la enzima.

Por otro lado, se realizaron cambios en los valores de las constantes Kcat y Kw.

_ PSSy,
dSz KcatelpPMlacPMKet

= 5
dt Ky + Sy ©)
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La Figura N°15 muestra la variacion en la respuesta del modelo para distintos valores de la

constante de dilucién (o).

Respuesta de S, frente a variadas constantes de dilucién (p)

2,5
2
1,5 ——p=1
g ——p=09
=
& —o—p=0.7
1 p=0.5
—e—p=0.3
—e—p= 0.1
0,5
0
Q 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo (dia)

Figura 15. Variacién de S, respecto de la constante de dilucion aplicada. Valores de Kcaty Km se mantuvieron constantes en -153.7
(dia) y 38.5 (uM), respectivamente.

De igual manera, las Figuras N°16, 17 y 18 muestran la variacion en la respuesta del modelo para
distintos valores de Kca, distintos valores de Ky, y distintos valores de Kca y Km Simultdneamente,
respectivamente.

Respuesta de §, frente a variaciones de K,

2,5
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15
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—ea—Kcat * 0.3

Kecat * 0.1
0,5

0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10
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Figura 16. Variacion de S; al aplicar distintos valores de Kcat. Valores de Km y p se mantuvieron constantes en 38.5 (uM) y 1,
respectivamente.
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Respuesta de S, frente a variaciones de Ky,
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Figura 17. Variacion de S, al aplicar distintos valores de Km. Valores de Kcaty p s€ mantuvieron constantes en -153.7 (dia®) y 1,
respectivamente.

Respuesta de S, frente a variacion simultanea de K_,, y Ky,
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Figura 18. Variacion de S, al aplicar distintos valores de Kcat y Km simultineamente. La constante de diluciéon se mantuvo constante,
con p=1.

33



Potencial de uso del hongo de pudricién blanca Trametes versicolor, en la biodegradacién del antiinflamatorio no
esteroideo ketoprofeno

RESULTADOS

6.4.2. Simulacién del proceso de crecimiento de Trametes versicolor y la

biodegradacion de Ketoprofeno por su actividad enzimatica

Una vez planteado el diagrama de bloques que describe el proceso en el software Simulink, se

procedi6 a ejecutar el modelo, obteniendo asi la grafica presentada en la Figura N°19.

Crecimiento de Trametes versicolor y biodegradacion de Ketoprofeno a través del tiempo

10 12000
9
10000

8
7
S 8000
=6
2 5 6000 s ™
PN >
< — X
o o
a ! s2
s 4000
Eg p

) \ 2000
/ ¥

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (dia)

Figura 19. Gréfico de dispersién que describe el proceso completo a través del tiempo. X, Biomasa; S, Sustrato; S,, Nuevo sustrato
(Ketoprofeno); P, Enzimas producidas. En este caso, Kcat y Km s€ mantuvieron constantes en -153.7 (dia?) y 38.5 (uM),
respectivamente.
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7. DISCUSION

Dentro de toda la gama de AINES, se planteé la utilizacion de Ketoprofeno como contaminante
emergente a biodegradar, debido a que segun bibliografia nacional estudiada, este farmaco seria
el que en mayor concentracion se encuentra en los efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales del pais (Manzo et al., 2014). Ademas, el Instituto de Salud Publica de Chile (2020) lo

sitia como uno de los farmacos mas consumidos a nivel nacional.

Para dicho efecto se considero la utilizacion de biorreactores por lotes o tipo batch, debido a que
este tipo de reactor permite un mejor control de las condiciones de operacion (Choi et al., 2008),
posee un menor riesgo de contaminacién que un proceso continuo y se puede asumir una

maximizacion en la produccion de biomasa.

Respecto a las ecuaciones que conforman el modelo planteado, si bien una expresion del tipo
Monod no se adecula especificamente para la descripcién de la produccion de biomasa de un
hongo filamentoso (es decir, que crece mediante la extension de los apices de sus hifas, y no
mediante fision binaria como las bacterias), se determind la utilizacién de la ecuacion N°1 para
dicho fin debido a que no fue posible hallar en bibliografia un modelo que se adecuara a lo
mencionado y se enfocara en la produccién de lacasa en fermentacién en cultivo sumergido. Se
encontraron modelos que describian este proceso para fermentaciones en estado sélido
mediante el uso de, por ejemplo, la ecuacion logistica (Mitchell et al., 2004; Smits et al., 1998;

Hasan et al., 1998), pero corresponde a algo que se escapa del alcance de este estudio.

Para la descripcion del consumo de sustrato (ecuacion N°2) se llevo a cabo un ajuste sobre la
ecuacion original obtenida de Tavares et al. (2005), debido a que se encontraba con uno de sus
componentes (tasa de crecimiento) ubicado de manera errénea, especificamente en el
denominador, el cual fue ubicado en el numerador. Esto producia que la concentracion de
sustrato en el primer biorreactor tomara valores negativos antes del primer dia, un

comportamiento claramente imposible.

La produccioén de lacasa en la ecuacion N°3 se consider6 como una asociacion entre la tasa de
crecimiento y la concentracion de biomasa, utilizando la relacion mas simple posible, segun lo
descrito por Luedeking & Piret (1959).
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Segun Tavares et al. (2005), las condiciones de operacion mencionadas para el primer biorreactor
(tanto la limitacion de carbono como la adicion de inductores) favorecerian en un 138% mas la
produccion de lacasa que al no considerarlas. Esto se condice con estudios que hacen uso de
inductores como los mencionados, buscando una optimizacion en la produccién de lacasa en
hongos de pudriciéon blanca como Ganoderma lucidum (Kuhar & Papinutti, 2014) o Trametes
pubescens (Galhaup & Haltrich, 2001), donde predominan actividades extracelulares de lacasa

inducidas por cobre y 2,5-xilidina.

En este contexto, existen ciertos pardmetros cinéticos presentes en la ecuaciéon N°4 (Kcar y Km)
especificos para Ketoprofeno como sustrato que no fueron encontrados en bibliografia y que, por
lo tanto, requieren de su determinacion mediante experimentacion en laboratorio. De esta manera
es que el segundo biorreactor considera ABTS como sustrato con lacasa libre en solucién como
enzima catalizadora, siendo los parametros cinéticos recién mencionados especificos para estas

condiciones.

Para el caso del andlisis de sensibilidad llevado a cabo sobre la misma ecuacion, especificamente
respecto de la constante de dilucion aplicada, se pudo evidenciar que a una mayor dilucion
(menor valor de la constante), se aprecia un desplazamiento de la curva hacia la derecha, lo que
indica un aumento en el tiempo de remocion del farmaco donde, por ejemplo, para una dilucion
de un 10% (valor de p igual a 0.9) se alcanza una remocién de un 95% del contaminante a los 7
dias y 14 horas aproximadamente, frente a los 9 dias necesarios para alcanzar el mismo grado
de remocion a una dilucién de un 50% (valor de p igual a 0.5). Los valores de tiempo mencionados

fueron obtenidos mediante la herramienta interna de analisis e inspeccion de datos de MATLAB.

La Figura N°16 muestra que, al igual que con la constante de dilucion, los tiempos de remocion
del farmaco aumentan a medida que disminuye el valor de Kca. Esto demuestra la importancia de
mantener valores altos de la constante y asi mantener una alta eficiencia enzimatica, pues aquello
significa que por cada segundo que pasa, un mayor nimero de moléculas de sustrato son

convertidas en producto por cada sitio activo de la enzima.

Como se puede apreciar en la Figura N°17, al disminuir los valores de la constante de Michaelis-
Menten (Kwm) las curvas se desplazan hacia la izquierda, lo que indica que los tiempos de remocion
del farmaco disminuyen. Lo anterior tiene explicacion en que la enzima posee una mayor afinidad
por el sustrato a menores valores de la constante, requiriendo asi una menor concentracion de

sustrato para lograr la tasa maxima de reaccion (Vmax) (LOpez & Garcia, 2015).
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Asi, la gréfica presentada en la Figura N°18 permite verificar los comportamientos mencionados
anteriormente en ambos parametros, donde se puede establecer que ambos son altamente
sensibles a disminuciones en sus valores, no asi a los aumentos, donde una disminucion en los
valores de Ku y Kcar representa una mayor sensibilidad en la disminucién y en el aumento del
tiempo de remocion del contaminante, respectivamente. Es por esto que al aumentar el valor de
Keat Y disminuir el valor de Ky, se esperaba un desplazamiento de la curva hacia la izquierda. De
igual manera, al disminuir el valor de K¢ y aumentar el valor de Ky se esperaba lo contrario, un

desplazamiento de la curva a la derecha y un aumento en el tiempo de remocién del farmaco.

En la simulacion general del proceso mostrada en la Figura N°19, se puede evidenciar una
correcta correlacion entre ambos procesos de fermentacion, con una remocion de un 95% del
farmaco pasados los 7 dias, lo que difiere de lo reportado por autores como Cruz-Morat6 et al.
(2013), en donde se alcanza una completa remocién de 0.08 (ug L?) del farmaco a los 2 dias
aproximadamente, asi como de los 21 dias reportados por Dalecka et al. (2020) para una
remocién de un 80% de una concentracion inicial de 5 (mg L*) de contaminante, o las 5 horas
para un 95% de remocion reportadas por Marco-Urrea et al. (2010b), para una concentracion
inicial de Ketoprofeno de 40 (ug L?). Esta discrepancia entre distintos tiempos de remocién del
farmaco puede deberse a que muchas veces se hace uso de cepas especificas del
microorganismo para estos estudios, donde la cepa juega un rol importante en la calidad de la
enzima a utilizar y, por ende, en los tiempos y grados de remocién de los contaminantes. A lo
anterior se le suma que este estudio es en base a una simulacion, donde no se toman en cuenta
los cambios naturales en las condiciones del sistema por factores ambientales, asi como otros
microorganismos que compitan por el consumo del sustrato, lo que claramente influye en el

resultado final.
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8. CONCLUSION

Se ha planteado un modelo dinamico que logra, por un lado, describir de manera interrelacionada
el crecimiento, consumo de sustrato y produccion enzimética del hongo de pudricién blanca
Trametes versicolor a partir de una fermentacion en cultivo sumergido y, por otro lado, la
biodegradacién de Ketoprofeno como un contaminante emergente por accién de la actividad

enzimética del microorganismo, a partir de lacasa como enzima catalizadora.

Las condiciones de operacion y los parametros cinéticos planteados en este trabajo pueden servir
de apoyo para futuros disefios de biorreactores y control de procesos, asi como el modelo
planteado cumple con ser una base para futuros estudios de simulacién de sistemas relacionados
con la remocién de otros farmacos desde aguas residuales, con base en la micorremediacion.
Asi, un panorama futuro puede significar el aplicar este estudio a muestras in vivo de aguas

residuales, para asi proponer su uso a una escala de nivel industrial.

El andlisis de sensibilidad llevado a cabo permitié establecer que es importante la realizacion de
futuros estudios que establezcan las condiciones para obtener valores 6ptimos e idealmente
bajos de la constante de Michaelis-Menten (Kwv) y altos de la constante catalitica (Kca) para
Ketoprofeno especificamente, debido a que esto favorece una disminucién significativa en los
tiempos de remocion del farmaco, lo que llevado a gran escala puede significar un importante

ahorro de material y disminucion en costos de operacion.

Con base en los resultados obtenidos, se concluye entonces que Trametes versicolor y su lacasa
poseen un potencial importante en lo que a biodegradacién de contaminantes emergentes
respecta, siendo una alternativa vanguardista frente a los métodos convencionales de
biorremediacién. No estd deméas mencionar que el modelo planteado, asi como las simulaciones
llevadas a cabo, corresponden a situaciones tedricas que deben ser corroboradas
experimentalmente en laboratorio, para establecer de manera veraz los grados y tiempos mas
eficientes de remociéon del farmaco, mediante la determinacién de parametros cinéticos
especificos para Ketoprofeno. Esto debido a que es sumamente dificil adecuar un modelo
matematico a cambios inesperados en tanto factores ambientales como condiciones de trabajo,

por lo que la veracidad de las predicciones y el control en la eficacia de las mismas es limitado.
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ANEXOS

10. ANEXOS

Tabla A1. Composicion del Medio Trametes Definido (TDM). Fuente: Roy & Archibald, 1993.

Compuesto Valor
Glucosa 83 (mM)
Glutamina 5 (mM)
NaCl 5 (mM)
KH2PO4 5 (MM)
MgSO4 1 (mM)
CaClz 0.1 (mM)
2,2-dimetilsuccinato 10 (mM)
Tiamina 2.4 (UM)
Solucion de metales traza 1 (mlL?Y)
E+S+X E+5S
—p| 72 kDa
X
= 32 kDa
s e
S+ X
L 4

Figura A2. Esquema que representa el funcionamiento interno del separador teérico dentro del proceso. E = Enzima, S = Sustrato,
X = Biomasa.
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