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Resumen: Los antibidticos son considerados contaminantes emergentes debido a su amplio consumo y desecho, lo que ha provocado
riesgos para el medio ambiente ecoldgicos y para la salud humana. Este trabajo se focaliz6 en la capacidad que poseen las bacterias que
degradan hidrocarburos, adaptadas al uso y presencia de sustancias recalcitrantes, para usar al meropenem como fuente de carbono y
energia. Se usé un suelo proveniente de una biopila contaminada con hidrocarburos. Se extrajeron 10 g de suelo y se colocaron en 100
mL de Bushnell Haas adicionado con 20 ppm de meropenem. Los cultivos se controlaron por espectrometria UV a 278 y 600 nm. Se
realizaron espectros por FT-IR al inicio y final. Se obtuvo una comunidad mixta formada por 11 bacterias y dos levaduras que fue capaz
de utilizar el meropenem. La comunidad redujo la concentracion de meropenem en 68 %. Los géneros aislados fueron Kocuria rhizophila,
Bacillus thurgensis, Paenibacillus polymyxa, Bacillus sp., Curtobacterium flaccumfaciens, Stenotrophomonas acidi y Microbacterium
barkeri, los cuales pudieron usar individualmente el meropenem entre un 20 a 41 %. El espectro de FT-IR mostré disminucion en las
bandas 1765 cm™ a 1350 cm ', 1654 cm™ y 928 cm™ correspondientes al anillo B-lactamico. El meropenem fue utilizado por esta
comunidad bacteriana y cepas aisladas como fuente de carbono y energia.
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Use of meropenem as a carbon and energy source for a bacterial community from a
soil adapted to hydrocarbon degradation

Abstract: Antibiotics are considered emerging contaminants due to their widespread consumption and disposal, which has led to risks to
the environment, ecology, and human health. This study focused on the ability of hydrocarbon-degrading bacteria, adapted to the use and
presence of recalcitrant substances, to use meropenem as a carbon and energy source. Soil from a hydrocarbon-contaminated biopile was
used. Ten g of soil was extracted and placed in 100 mL of Bushnell Haas solution containing 20 ppm of meropenem. Cultures were
monitored by UV spectrometry at 278 and 600 nm. FT-IR spectra were performed at baseline and endpoints. A mixed community
consisting of 11 bacteria and two yeasts that was able to use meropenem was obtained. The community reduced meropenem
concentrations by 68%. The isolated genera were Kocuria rhizophila, Bacillus thurgensis, Paenibacillus polymyxa, Bacillus sp.,
Curtobacterium flaccumfaciens, Stenotrophomonas acidi, and Microbacterium barkeri, which individually utilized meropenem by 20 to
41%. The FT-IR spectrum showed a decrease in the 1765 cm-' bands to 1350 cm-!, 1654 cm-', and 928 cm-! corresponding to the f3-
lactam ring. Meropenem was utilized by this bacterial community and isolated strains as a carbon and energy source.
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Introduccion

Los antibidticos [-lactamicos se caracterizan por
presentar un anillo B-lactamico en su estructura molecular.
Segiin la literatura reciente, mas del 60 % de los
antibioticos disponibles comercialmente en el mundo son
compuestos B-lactamicos [1], siendo el segundo grupo en
su utilizacion. Actian inhibiendo la biosintesis de la pared
celular en organismos bacterianos.

En general, los antibidticos estan disefiados para ser
refractarios a la biodegradacion, estables a temperatura y
pH fisioloégicos humanos y ser efectivos en muy baja
concentracion. Recientemente, aumentd la preocupacion
por los posibles impactos ecoldgicos de los antibidticos
sintéticos, porque pueden inhibir procesos ambientales
clave mediados por microorganismos como la
regeneracion de nutrientes, los ciclos del carbono y
nitrégeno, asi como la degradacion de contaminantes [2].
Se han propuesto muchos desarrollos de ingenieria que
incluyen procesos de coagulacion, flotacion, reduccion
quimica, degradacion  fotoquimica y
remediacion microbiana, para abordar estos problemas al

oxidacion,

eliminar los antibioticos de los habitats [3].

El meropenem pertenece a un grupo de medicamentos
denominados carbapenémicos, que son antibidticos de
amplio espectro, potentes y resistentes a las f-lactamasas.
Debido a su uso frecuente, se puede detectar una alta
concentracion ecoldgica de meropenem que oscila entre
nanogramos y microgramos [4]. Debido a que los métodos
tradicionales para el tratamiento de aguas residuales tienen
poco efecto en la eliminacion de antibidticos, su presencia
a largo plazo en el ambiente destruye el equilibrio
ecologico y, por lo tanto, afecta la salud humana, debido al
aumento de microrganismos con resistencia a los
antimicrobianos [5].

Como todos los antibidticos betalactamicos, la solucidon
acuosa de meropenem es inestable y estd sujeta a
degradacion hidrolitica [6]. Los productos de degradacion
identificados de meropenem son el producto hidrolizado de
B-lactamicos (4acido meropenémico) y los productos
poliméricos (dimeros y trimeros), resultantes de la
aminolisis intermolecular del anillo de -lactdmicos por la
amina de la segunda molécula [6]. La degradacién de
meropenem sigue una cinética de primer orden y se
encontrd que el firmaco se degradaba mucho después de la
reconstitucion, con formacién de algunos productos de
degradacion [7].

Diversos trabajos reportan que bacterias y hongos
poseen capacidad de biodegradar y biotransformar
antibidticos. Dantas et al., [8] encontraron, en 11 suelos,
Proteobacteria (87 %),

bacterias pertenecientes a

Actinobacteria (7 %) y Bacteroidetes (6 %), siendo
predominantes los Pseudomonadales (24 %),
Enterobacteriales (13 %), Actinomycetales (7 %),
Rhizobiales (7 %), y Sphingobacteriales (6 %), con
capacidad de desarrollarse en presencia de 18 antibidticos.
Li et al., [9] encontraron Pseudomonas con capacidad de
crecer en presencia de cefalexina y se halld que
Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia
se desarrollaron utilizando claritromicina [10]. En la
Patagonia argentina, la industria extractiva del petroleo
genera suelos contaminados, en donde se han reportado los
géneros Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Microbacterium y Rhodococcus de forma frecuente [11-
13]. Estos géneros también han sido reportados por su
capacidad para biodegradar antibioticos [14,15].

El objetivo de este trabajo fue conocer si las bacterias
adaptadas a la degradacion de hidrocarburos patagénicos
tenian la capacidad de desarrollarse con meropenem como
fuente de carbono y energia.

Materiales y métodos

Suelo: Muestra de suelo patagénico proveniente de un
repositorio a una profundidad comprendida entre los 10 y
30 cm, contaminada con hidrocarburos totales del petroleo
enun 5,6 %.

Microcosmos 'y seguimiento de la degradacion de
antibioticos: La comunidad bacteriana se extrajo de 10 g
de suelo y se coloc6 en 100 mL de Bushnell Haas
modificado (en g/L: CaCl, 0,01; MgSO, 0,2; FeCls 0,005;
NH4NO; 1; KH,POs3 0,5; extracto de levadura 0,025;
KH>PO4 0,5; pluripeptona 0,025), usando como nutriente
el meropenem en una concentracion de 20 partes por
millon (ppm). Se realizaron ocho enriquecimientos para
obtener una comunidad que solo crezca por la utilizacion
del meropenem. Posteriormente, los microorganismos
aislados (bacterias y hongos) se cultivaron en 100 mL de
Bushnell Haas con una concentracion de 20 ppm de
meropenem.

Cada comunidad, las cepas aisladas y sus respectivos
controles (medio de cultivo con 20 ppm de meropenem) se
trabajaron por triplicado, a 28 °C en una estufa de cultivo,
en oscuridad y agitacion constante a 120 rpm. Los ensayos
se controlaron peridodicamente por lecturas en
espectrofotometro (DO) a 600 nm y 278 nm [16,17] y
lecturas de pH.

Produccion de biosurfactantes
Actividad hemolitica. Cada cepa se inoculd en una placa
de agar sangre y se incub6 a 37 °C durante 48 h [18]. Las
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placas fueron revisadas visualmente para la deteccion de
halos de hemolisis alrededor de las colonias. La presencia
de un halo de hemdlisis alrededor de la cepa indica la lisis
de los eritrocitos, y, por lo tanto, la presencia del
biosurfactante [19].

Estabilidad de la emulsion (EE.): Este parametro se
determind a partir del volumen de emulsion (VE) relativo,
medido en el intervalo de 0 a 48 h, cada 24 h [20], con las
siguientes ecuaciones:

altura de la emulsion (mm)x drea de la seccion transversal (mm?)
volumen total del liquido(mm?®)

VE al tiempo (h
EE = tiempo (h)
VE al tiempo 0 (h)

x 100

Las estabilidades de las emulsiones formadas fueron
comparadas con una solucion 1 % de dodecil sulfato de
sodio en agua desionizada.

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FT-IR): El perfil del meropenem se realizo utilizando
discos de zinc y selenio para la lectura de las muestras. Se
colocd 500 mL del medio de cultivo al inicio y final de la
experiencia y se dejaron secar durante 15 min a 65 °C. Las
muestras fueron analizadas en un equipo Varian®,
operando en la ventana espectral de 400 a 4000 ondas/cm
con 32 escaneos/muestra con una resolucion de 1 onda/cm
y una velocidad de escaneo de 10 kHz. Se adquirieron
secuencialmente tres espectros para cada muestra. Estos
espectros fueron procesados y analizados con la ayuda del
software de resolucion Varian®.

Andlisis de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME's)
para la identificacion de las bacterias: La extraccion de
acidos grasos se realizo a partir del tratamiento de 40 mg
(peso hiimedo) de células crecidas en la tercera estria a las
24 h en medio digerido de agar Tripteina y Soya (TSBA),
efectuando una saponificacion con alcohol metilico-
hidréxido de sodio-agua (150 mL: 45 g: 150 mL), seguida
de una metilacion con acido clorhidrico 6 N y alcohol
metilico (325 mL: 275 mL), una extraccion con n-
hexanometil terbutil éter (1:1) y lavado con hidroxido de
sodio-agua (10,8 g-900 mL).

Los acidos grasos se determinaron como metil ésteres
por cromatografia de gases, usando una columna capilar
Ultra 2 de 25 cm de longitud, 0,2 mm de diametro, con un
cromatografo HP 6890 series II GC® con inyeccion
completa, presion inicial de 10 psi y programa de
170-288°C a 28 °C/min, 288-310°C
60 °C/min, 1 min de permanencia a 310 °C y detector por
ionizacion de llama. La integracion de los picos se efectud
mediante HP 10.01 Chem Station®, siendo los acidos
grasos identificados mediante el sistema Sherlock®

temperatura:

(version 6.0) con el estaindar de calibracion para
identificacion de bacterias. La composicion en 4cidos
grasos se calculd como porcentaje del area de pico en
relacion con la sumatoria de areas de todos los acidos
grasos de C9 a C20.

Resultados y discusion

La degradacion de una sustancia depende tanto de su
composicion como de las condiciones experimentales.
Factores como la temperatura y la intensidad de la luz
pueden influir en el proceso. En este estudio, se evito la
fotodegradacion mediante el cultivo en oscuridad; esto
impidio el desarrollo de las bacterias fotosintéticas y la
fotooxidacion. Por esto, la medicidon de absorbancia no esta
afectada por otros procesos distintos a la degradacion del
estudio. La biodegradabilidad del
meropenem y sus efectos sobre las bacterias presentes se

antibidtico en

investigaron en la prueba de sistema cerrado [21], con
periodos de apertura para el cambio de oxigeno, ya que se
busco una degradacion aérobica del meropenem. Ensayos
preliminares mostraron que la mayor degradacion ocurrid
en las primeras 72 h. Luego, el proceso alcanzo una meseta
con valores de degradacion muy bajos. La utilizacion de
otro carbapenem, el imipenem, reveld su capacidad de ser
degradado por una comunidad bacteriana solamente
cuando la concentracion era de 1 % [21] y su impacto en
esa comunidad fue importante, disminuyendo el nimero de
bacterias. En este estudio, la degradacion del meropenem
ocurrio principalmente en la comunidad bacteriana. En
contraste, las cepas aisladas mostraron una menor
capacidad degradativa (Tabla 1). Estos resultados sugieren
que la comunidad bacteriana actia en sinergia para
degradar el antibiotico.

Tabla 1. Valores de degradacion de meropenem por las cepas
identificadas: pH, DO a 600 nm y hemolisis del agar sangre.
. - Hemolisis Utilizacion Aumento
Cepa Identificacion en agar EE ldee delln pH
sangre = turbidez
1 Kocuria rhizophila + 16.7 41,5 1.9 7.1
2 Bacillus thurgensis - - 34,6 3.1 6.9
3 Bacillus thurgensis + - 30.1 25 7.1
4 Bacillus thurgensis + 25 27.1 29 7.1
5 Paenibacillus polvmyxa - - 37.6 22 7.1
6 Kocuria rhizophila - - 413 19 6,8
7 Bacillus sp. + 10 26,6 29 6,9
s Gebem o wme w
9  Stenotrophomonas acidi - - 31.8 24 7.0
10 Bacillus sp. + - 21.3 23 6,9
11 Microbacterium barkeri + - 334 18 6,9
13 Levadura no Candida - 28.6 294 2,0 7.0
14 Levadura no Candida - - 356 20 6.9
Comunidad + 542 68,7 54.5 7.0

Hemolisis en agar sangre: (+) indica presencia, (-) indica ausencia. EE (%):
emulsificacion en porcentaje. Utilizacion/dge (%): porcentaje de utilizacion del
compuesto. Aumento de la turbidez: medida relativa (DO 600) del crecimiento
bacteriano en medio con meropenem. pH: al final del ensayo.
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El espectro de absorcion en el UV de meropenem en
medio mineral mostrd la absorbancia mas alta a 278 nm
[22] (Figura 1). La comunidad bacteriana aislada del suelo,
con un prolongado historial de contaminacién por
hidrocarburos, demostrd la capacidad de crecer utilizando
meropenem como fuente de carbono y energia, que se
evidencio con el aumento de la turbidez a 600 nm y la
disminucion del valor de absorbancia para el meropenem
(Tabla 1).

Absorbancia

Figura 1. Barrido espectral del meropenem en el rango de 190 a 500 nm

Los organismos aislados estaban adaptados al
compuesto de prueba, debido a que se realizaron varios
traspasos para garantizar que su crecimiento dependiera
exclusivamente del meropenem, y no de residuos del suelo
con hidrocarburos. El antibidtico probado contiene un
anillo B-lactamico, cuya degradacion quimica por apertura
hidrolitica es una posible via de transformacion, lo cual
genera una disminucion del pH en la solucion. La pérdida
de meropenem en la solucion de prueba se evalué mediante
espectrofotometria a la longitud de onda seleccionada
segun el barrido espectral. El meropenem, previamente,
fue empleado en medio base mineral sin bacterias, para
evaluar la estabilidad y evitar resultados erréneos de
utilizacion, como pérdida de la lectura en la longitud de
onda por descomposicion hidrolitica del antibidtico. Al-
Ahmad ef al. [23] encontraron que la degradacion de
meropenem ocurre por un proceso de produccion de B-
lactamasas sin la utilizacion de oxigeno.

El aumento de turbidez, utilizado como indicador del
crecimiento bacteriano, vario entre 1,9 a 3,1 veces su valor
inicial para las cepas aisladas; la cifra de mayor desarrollo
ocurri6 en la comunidad bacteriana siendo 54 veces mayor
al namero inicial. No se presentd una relaciéon lineal o
directa entre el aumento de la turbidez y la degradacion;
esto puede deberse a la diferencia de tamafio que tienen los
microorganismos.

El pH de las soluciones recién preparadas en medio
mineral fue de 7,3. El meropenem es soluble en una
solucion de fosfato de potasio monobasico al 5 %, y el
acido formado por la ruptura del anillo - disminuye el pH
de la muestra. La relacion entre la acidez y la concentracion
de enzimas se puede obtener a partir del cambio del valor

de pH. El pH se control6 al inicio y al final (Tabla 1). Se
observé disminucion de los valores, pero estos fueron
optimos para el desarrollo bacteriano debido a que se
mantuvieron cercanos a la neutralidad. Las condiciones
acidas favorecen la degradaciéon de meropenem y la
formacion de un producto de degradacion, que cuando se
controla por cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
tiene un tiempo de retencion corto en comparacion con el
pico de meropenem, lo que sugiere que es un compuesto
altamente polar (hidrofilico) [7]. Se esperaba que el
compuesto de anillo abierto fuera el producto acido, porque
su formacion implicaba la escision del enlace labil B-
lactamico. En un estudio especifico sobre la cuantificacion
de metabolitos de meropenem, se encontr6 un metabolito
de anillo abierto con el mismo tiempo de retenciéon por
HPLC [24]. Este producto de degradacion también se
detectd en un estudio sobre el desarrollo del método HPLC
para la cuantificacion de meropenem en productos
farmacéuticos, cuando la muestra se traté con hidroxido de
sodio 0,01 N [25]; este cambio no puede ser detectado en
una medicion en espectro UV.

Se observo la presencia de espuma en los Erlenmeyer
durante la degradacion del antibidtico, la cual se corroboro
con los ensayos de emulsion a 24 h y la hemolisis de agar
sangre. Ambos ensayos permitieron evidenciar la presencia
de sustancias emulsificantes que podrian ayudar en la
degradacion. La hemolisis fue positiva en seis de las
catorce cepas. Entre estas, Kocuria rhizophila, Bacillus
thuringiensis (cepas 3 y 4), Bacillus sp. (cepas 7y 10) y
Microbacterium barkeri demostraron una clara actividad
hemolitica, lo que sugiere que estas bacterias podrian estar
produciendo factores extracelulares, como hemolisinas o
sustancias biosurfactantes. Este comportamiento puede
estar relacionado con funciones adaptativas que les
permiten utilizar hidrocarburos en el suelo del que
provienen, dependiendo de las condiciones en las que estas
bacterias se desarrollan. El indice de emulsificacion
coincidi6 con la hemdlisis, a excepcion de la cepa 13
(levadura). No se presentd una relacion directa entre la
emulsificacion y el porcentaje de degradacion del
meropenem. Las dos cepas de Kocuria rhizophila
presentaron valores similares de degradacion de desarrollo
en el medio de cultivo con meropenem, pero se
diferenciaron con la produccién de EE, siendo nulo en una
de ellas y en la otra con un valor bajo de 16,6; esta
degradacion pudo deberse a la presencia de B-lactamasas,
como lo detectaron Biswal et al. [26] en cepas de Kocuria.
El ensayo se realizé durante 14 dias y el analisis de los
espectros de FT-IR al inicio y al final evidencio que la
banda a 3180cm! mostr6 una disminuciébn en
comparacion con el dia uno del armado de los sistemas
(Figura 2). Esta banda representa el enlace O - H del grupo
funcional —COOH (4cido carboxilico). También
disminuy6 la banda caracteristica del estiramiento del
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enlace C=0 (cetona) presente en el anillo B-lactamico a
1765 cm™, asi como de la banda a 1350 cm !, que
representa el enlace C-N en el anillo B-lactamico,
mostrando también una disminucién en su intensidad. La
banda de absorciéon a 1654 cm™', que corresponde a la
deformacion del enlace N - H del grupo funcional amida
de la estructura del meropenem, también disminuy6 en
intensidad. Otra banda que presentd una disminucioén en su
intensidad fue la banda a 928 cm™, que representa el
estiramiento del enlace C-OH del grupo funcional —
COOH (acido carboxilico). La banda de absorcion que
desapareci6 fue la que aparecid a 1114 cm™, que representa
la flexion del enlace C - CO - N del grupo funcional C=0
(cetona) del anillo B-lactamico. La desaparicion de esta
banda de absorcion sugiere que el antibidtico fue
hidrolizado debido a la presencia de B-lactamasas, que se
encontraron en algunas de las bacterias aisladas. Esto
evidencia que las f-lactamasas actuan rompiendo el enlace
amida del anillo B-lactamico, previamente unido al grupo
carboxilo (antibioticos B-lactamicos).
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Figura 2. Espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR).
Muestras en gris: espectro del meropenem. Muestras en negro: espectro
de la cepa o comunidad estudiada

Reis et al. [27] reportaron la degradacion de la penicilina
a través de hidrolisis y fotdlisis medidas por materia
organica, pero afirmaron que la degradacion ocurre
principalmente por la hidrolisis del anillo B-lactamico, lo
que genera productos de degradacion que a menudo se
encuentran en concentraciones mas altas que la forma

original. Seguin Cielecka-Piontek et al. [28], ese producto
seria el acido. Esto coincidi6 con la disminucién del pH de
los sistemas cerrados.

En conclusion, los resultados presentados muestran la
capacidad de esta comunidad bacteriana para desarrollarse
en presencia de meropenem. Se aislaron 11 bacterias y 2
dos levaduras con potencial biotecnoldgico para la
degradacion de este antibidtico del medio ambiente, pero
se debe seguir trabajando en las mismas para mejorar los
rendimientos.
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