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RESUMEN

El ibuprofeno es uno de los farmacos mas consumidos por la poblacién y constituye
actualmente uno de los contaminantes emergentes en las corrientes de agua. En este
trabajo, se evalla que efecto tiene, en las aguas de riego, la presencia de este compuesto
sobre el cultivo de la lechuga. Para ello se estudio el efecto sobre la germinacion de las

semillas y sobre el metabolismo primario y secundario de plantas de lechuga.

RESUMO

O ibuprofeno € un dos farmacos mais consumidos pola poboacién e constitle actualmente
un dos contaminantes emerxentes nas correntes de auga. Neste traballo, avaliase o efecto
gue ten, nas augas de rego, a presenza deste composto sobre o cultivo de leituga. Por iso,
se estudou o efecto da xerminacién das sementes e sobre o metabolismo primario e

secundario de plantas de leituga.

SUMMARY

Ibuprofen is one of the drugs most consumed by the population and is currently one of the
emerging pollutants in water currents. This research evaluates the effect of this chemical
compound on the lettuce crop in irrigation waters. Therefore, the effect on germination of

the seeds and on the primary and secondary metabolism of lettuce plants was studied.
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1. Introduccién

La lechuga (Lactuca sativa L.) pertenece a la familia Asteraceae, que relne a
méas de 23.500 especies por lo que es la familia de Angiospermas con mayor
riqueza y diversidad biologica (Jeffrey, 2007). La familia se caracteriza por
presentar las flores dispuestas en una inflorescencia compuesta, denominada
capitulo, la cual se halla rodeada de una o mas filas de bracteas (Stevens, 2001).
Las hojas pueden ser simples o compuestas y son usualmente alternas. Las
flores son pequefias, hermafroditas o, en ocasiones, funcionalmente unisexuales
o estériles. El androceo presenta, normalmente, 5 estambres y el gineceo 2
carpelos connados y ovario infero. El fruto se describe como cipsela y presenta

un gran parecido a un aquenio (Watson et al.,1992).

El lugar exacto de origen de la lechuga sigue creando gran discusion entre
diferentes autores, pero todos coinciden en que su origen surgié en la zona del
Mar Mediterrdneo. Los primeros indicios de cultivo de lechuga son en Egipto
hace 2500 afos (De Vries, 1996). La domesticacion de la lechuga ha generado
gue posea caracteres distintos a su antecesor silvestre. La seleccion humana
causoO una disminucién en el contenido de latex y sabor amargo, aparte de la
pérdida de espinas del tallo y hojas, asi como al aumento del tamafio de la
semilla (Ryder y Whitaker, 1976). También esta seleccion afecto a la estructura
y formas de las hojas, pero el rasgo principal en el que se centraron los estudios
de fitomejoramiento ha sido el de las resistencias a enfermedades o patdégenos,
encontrandose resistencia a insectos en parientes silvestres L. serriola L., L.
virosa L. y L. saligna L.. La mejora moderna de la lechuga se concentra alin mas
en conseguir un corto periodo de crecimiento y una baja necesidad de energia
(De Vries, 1996).

Un estudio realizado entre los afios 2005-2015, muestra la evolucién en el
namero de hectareas dedicadas al cultivo de lechuga en nuestro pais, en él se
puede observar que hay una disminucién de hectareas dedicadas al cultivo de
lechuga (MAPAM, 2017). Esto puede deberse a que el consumo medio de

lechuga en Espafia esta descendiendo cada afio (INE, 2019).


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta

El ibuprofeno (figura 1) es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE), que es el
mas utilizado en analgesia por su alto ratio de eficacia/seguridad (Gonzéalez-
Escalada, 2009). EI mecanismo de accion de los AINE va ligado a la inhibicién
de la sintesis de prostaglandinas, inhibiendo la ciclooxigenasa que produce las
prostaglandinas, mediadoras del dolor. Estudios recientes demuestran que
también ejercen su efecto antinociceptivo actuando sobre el sistema nervioso
central, en concreto en la médula espinal. Desde estos descubrimientos los AINE
se perfilan como analgésicos de accion mixta, central y periférica (Gonzalez-
Escalada, 2009).
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Figura 1: Estructura quimica del ibuprofeno
En los cada vez més frecuentes andlisis de aguas residuales se detecta que
muchas de estas aguas estan contaminadas por mdultiples contaminantes
emergentes. Un contaminante emergente es un compuesto considerado
peligroso para el medio ambiente y para la salud humana. Se llaman emergentes
porque aun no estan regulados o se encuentran en proceso de regulacion (Patifio
et al., 2014). Hay distintos tipos de contaminantes emergentes (retardantes de
llama bromados, parafinas cloradas, pesticidas polares, compuestos
perfluorados, farmacos y productos de higiene y drogas) (Barcel6 y Lopez de
Alda, 2008). Estos contaminantes no han sido muy investigados porque han
pasado desapercibidos por mucho tiempo, por lo que todavia es muy escaso el
conocimiento que existe respecto a su impacto ambiental y en la salud humana.
Estos contaminantes se encuentran a concentraciones muy bajas, del orden de

pgLtoincluso ngL.

El problema no solo reside en que las aguas sean contaminadas con analgésicos
antiinflamatorios (donde destaca el ibuprofeno), sino que las EDARs (estaciones
depuradoras de aguas residuales) no estan preparadas para eliminar estos
compuestos a esas concentraciones tan pequefias, en comparacion con los

compuestos que si se eliminan en una planta depuradora. Por lo que al salir las



aguas tratadas aun contienen ibuprofeno y otros farmacos (Postigo et al., 2011),
esto puede generar que al utilizar esas aguas con otros fines se puedan tener
aguas que pueden ocasionar algun dafio en el medio ambiente o en la salud

humana.

En este trabajo se va a estudiar el efecto del ibuprofeno sobre el cultivo de la
lechuga, a través de un ensayo de germinacion, la evaluacién del crecimiento de
las plantas, el efecto sobre el aparato fotosintético, la cantidad de fenoles y la
composicién de las paredes vegetales. Complementariamente, se evaluara la
posible incorporacion del ibuprofeno a los tejidos de la planta, es especialmente
interesante este aspecto, al considerar que la lechuga es un producto de huerta
gue se consume en fresco sin ningun tipo de tratamiento, por lo que, si la planta

lo incorpora y lo acumulase en las hojas, facilmente llegaria al consumidor.



2. Objetivo

El objetivo de este trabajo consiste en comprobar el efecto de la presencia de
ibuprofeno en el agua de riego sobre el cultivo de la lechuga. Para ello, nos
planteamos dos subobjetivos:

-Evaluar el efecto de la presencia de ibuprofeno sobre la germinacion de
las semillas

-Evaluar el efecto de la presencia de ibuprofeno, sobre el metabolismo de

plantas de lechuga



3. Material y métodos

Estudio del efecto del ibuprofeno sobre la germinacion
Para este ensayo se utilizan semillas de lechuga, variedad attrazione de la marca
vilmorin, que se someten a 4 diferentes tratamientos. Un control con agua y
metanol a una concentracién (200ul de MeOH en 20ml de agua), los tres
siguientes tratamientos son exposiciones de la semilla frente a distintas
concentraciones de ibuprofeno 1 ppm, 10 ppm y 100 ppm disuelto previamente

en metanol (a la misma concentracion que el control).

Todas las semillas se disponen en una placa Petri de 55 mm de didmetro, con
un papel de filtro, encargado de retener la humedad. Hay 5 placas por
tratamiento que a su vez tienen 5 semillas por placa, a cada placa se le vierten
3 mL de la disolucién requerida para cada tratamiento. Se realiza un contaje de
las semillas que han germinado a los 4 dias, renovando en ese momento las
disoluciones, y a los 7 dias. Ademas, se miden la longitud de cada plantula y
ademas el peso del conjunto de las plantulas, en ambos casos solo se

consideran las plantulas que germinan.

Estudio del efecto del ibuprofeno sobre el metabolismo de plantas de lechuga

En el resto del trabajo se utilizan plantas de lechuga de al menos 6 hojas,
compradas en un vivero local (A Botica do Agro, Cambre), en grupos de 3
plantas. Todas las plantas se mantienen en cultivo hidroponico con una solucién
nutritiva (abono liquido universal N:P:K al 4% diluido en una proporcién de 5 mi
por litro de agua), a la que se le afiade el ibuprofeno a diferentes concentraciones
(12 ppm, 10 ppm y 100 ppm) disuelto en metanol, usando como control un grupo
de plantas Unicamente en solucién nutritiva con la misma proporcién de metanol
gue los tratamientos. Las plantas se mantienen en condiciones controladas en
un camara de cultivo a 25 °C y un fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad y a los 10
dias se procede a la medida de los distintos parametros.
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Evaluacioén de la actividad fotosintética

Se realiza en el segundo par de hojas, usando un fluorimetro Teaching PAM 210
de la marca Walz. Las hojas se someten a unas intensidades de PAR (radiacion
fotosintéticamente activa) de 10 a 1250 pmoles de fotones m= s?, durante
periodos de 20 segundos tras los cuales se someten a un pulso de saturacion,
con una intensidad de 3500 pumol fotones m2 s, tanto el PAR como el pulso de

saturacion poseen una longitud de onda de 655 nm. Mediante este proceso se
obtienen la ETR (tasa de transferencia de electrones) y el ¢psi (rendimiento

cuantico del fotosistema Il). Una vez realizada la medicion, se pesan las hojas

de cada planta y se congelan para su posterior uso.

Preparacion de un extracto organico

Con el fin de obtener un extracto organico, necesario para las siguientes
determinaciones, el tejido recogido en el paso anterior se homogeniza en un
mortero con MeOH, El homogeneizado es sometido a continuacion a sonicacion
durante 20 minutos en un bafio de ultrasonidos OVAN DH100-3LQ. Tras la
sonicacion se centrifuga durante 10 minutos a 3220g 5810R. Una vez terminado
el centrifugado, se guarda el sobrenadante y el precipitado se resuspende en
MeOH En el momento en el que precipitado quede resuspendido, se repite el
mismo proceso desde la sonicacién. Al conjunto de los dos sobrenadantes se les
afnade Na2SOas anhidro para eliminar la mayor cantidad de agua posible.
Finalmente se lleva a sequedad en el rotavapor, redisolviéndolo finalmente en 1

ml de MeOH Yy filtrandolo a través de 0,45 um

Determinacion de la cantidad total de compuestos fendlicos

Una pequefia alicuota del sobrenadante de las centrifugaciones anteriores, se
utiliza para medir la cantidad de fenoles de las plantas; que es un indicativo de
diferentes tipos de estreses ya que, cuanto mas estrés sufra la planta, mas
cantidad de fenoles va a sintetizar (Meloni et al., 2008). Para poder medir los

fenoles se mezclan 50 pL del sobrenadante, 750 pL de agua y 50 pL de Folin-
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Ciocalteau. Se deja incubando unos 3 minutos a temperatura ambiente; tras lo
cual se le afiaden 150 pL de Na2COsal 20%. Posteriormente, se deja incubando
a temperatura ambiente durante 2 horas en oscuridad. Finalmente, se mide la
absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro (Palomino et al., 2009), usando
una recta patron con acido feralico a unas concentraciones de 0, 5, 10, 50, 100

g mL1.

Efecto del ibuprofeno sobre las paredes celulares

Se realiza un analisis de paredes celulares mediante espectroscopia de
infrarrojos (FTIR). Para ello se usa el precipitado de la obtencion del extracto
organico, y se lava con Triton X-100 al 1% 3 veces con centrifugaciones
intermedias; después de eso, se lava y centrifuga con agua otras tres veces para
eliminar los restos de detergente. Seguidamente se lava y centrifuga con alcohol
(etanol, EtOH) al 50% y posteriormente, con EtOH absoluto, ambos procesos se
realizan tres veces. Todas las centrifugaciones intermedias se realizan durante
10 minutos a 3220g en una centrifuga Eppendorf 5810R. Posteriormente, el
precipitado se seca con acetona y por ultimo se deja en la estufa a 37°C con el

propésito de que se seque por completo (Pomar et al., 2002).

Una vez las muestras estén secas, se trasladan al SAI (Servizos de Apoio a
Investigacion) para poder analizarlas mediante FTIR en un espectrometro Bruker
Vector 22 FTIR (Fourier Transformate-Infra Red), equipado con un ATR de
reflexion simple con prisma de diamante Golden Gate (Specac), cuyo brazo
permite aplicar una presion constante a la muestra sobre el cristal, para
conseguir un contacto perfecto entre la muestra y el haz de infrarrojos incidente,
evitando la pérdida de radiacién incidente. Se registran 3 espectros de infrarrojo
entre los 4000 y los 400 cm para cada réplica, con una resoluciéon de 4 cm™.
Los datos obtenidos de los espectros de FTIR se analizaron con el programa
Opus (Bruker) para su normalizacion y la correccion de linea base,
posteriormente se utiliza el Microsoft Excel para calcular los promedios de los 3

espectros para cada tratamiento.
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Determinacion de la presencia de ibuprofeno en los tejidos de la planta

Para poder determinar si el ibuprofeno se incorpora a los tejidos de la lechuga,
se utiliza la misma alicuota que en el proceso de medicién de cantidad de
fenoles. La determinacion se realiza mediante cromatografia en HPLC: Sistema
cromatografico, Water Alliance con Separation Module 2695 y Photodiode Array
Detector 2996, Columna: Waters Cortecs C18 de 4,.6x150 mm y 2.7 pm,
Condiciones del detector: 210-400 nm resolucion de 1,2, Volumen de inyeccion:
10 pl, Flujo: 0.8 ml/min, T2 columna: 30°C y. La cromatografia se desarroll6 en

gradiente, siendo el programa del mismo:

Minuto O 90% A, 10% B
Minuto 5 90% A, 10% B
Minuto 30 0% A, 100% B
Minuto 35 0% A, 100% B
Minuto 40 90% A, 10% B
Minuto 45 90% A, 10% B

Fase movil: A (&cido acético al 2%), B (acetonitrilo)

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliza el programa R x64 3.4.0. Se realiza un
ANOVA (andlisis de las varianzas) para saber si hay diferencias en cantidad de
fenoles, germinacion, longitud y peso de las semillas y las medidas hechas con
el fluorimetro (Prsi y ETR). En el ANOVA se utiliza el test de Welch y si el p-valor
es menor que 0.05 se comparan las muestras dos a dos, usando family wie error
rate (FWER) y Tukey contrasts, porque si el p-valor da menor que 0.05, puede
ocurrir que solo hay diferencias entre 2 tratamientos y en el resto de

combinaciones no haya diferencias.

En el caso de los datos de las paredes celulares (FTIR) se promedian y
representan los valores mediante Microsoft Excel. Aparte de utilizar los espectros

de infrarrojos para cada tratamiento, se decide obtener los espectros
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diferenciales de cada tratamiento (restandole los valores del control positivo,

agua, a los valores de cada tratamiento).
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4. Resultados y Discusion

En las pruebas de germinacioén llevadas a cabo (Tabla 1), se realiza un contaje
de las plantulas germinadas en cada placa y se comparan los porcentajes de

germinacion.

Tabla 1: Porcentaje de germinacion en cada tratamiento en los dos dias de contaje

4 Dias 7 Dias
Tratamiento Media +SD Media +SD
Control 83,7+8,9 83,7+8,9
lppm 76,1+24,5 79,6 £ 26,1
10 ppm 80,0+0 87,5+11,0
100 ppm 51,0+21,9 76,1+24,5

Al realizar el ANOVA se comprueba que no hay diferencias significativas entre
los distintos tratamientos. Por lo que se puede deducir de nuestros resultados
gue no hay diferencias en el porcentaje germinacion. En otros trabajos tampoco
aparecen diferencias significativas en la germinacién, aunque la variedad

utilizada de lechuga sea diferente (Schmidt y Redshaw, 2015).

En las plantulas germinadas se mide la longitud y su peso (Tabla 2). El peso se

realiza de todas las plantulas germinadas de la misma placa y luego se efectla

un promedio.
Tabla 2: Longitud y peso de las plantulas en cada tratamiento
Longitud Peso

Tratamiento Media +SD Media £ SD

Control 1,4+0,9 0,008 + 0,002

1ppm 1,3+0,8 0,007 + 0,002

10 ppm 1,5+1,0 0,008 + 0,002

100 ppm 1,1+0,9 0,006 + 0,002

Una vez testados los resultados con el ANOVA se prueba que no hay diferencias
significativas. En otros trabajos no se mide exactamente la longitud o el peso de
las plantulas, pero se compara la tasa de crecimiento relativo y tampoco

aparecen diferencias significativas (Pietrini et al., 2015)
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Mediante el fluorimetro se miden el rendimiento cuéntico (¢PSll) y la tasa de
transferencia de electrones (ETR) (Figura 2), para ello se utiliza el segundo par

de hojas, realizando la medida por duplicado.
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Figura 2: Parametros de la fotosintesis medidos con el fluorimetro
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Figura 3: Comparacion dos a dos del rendimiento cuantico

Al comprobar si existen diferencias significativas mediante el test ANOVA, se
observa que en el s Se observa que hay diferencias, gracias a la comparacion
dos a dos (Figura 3) se puede ver que las diferencias existen solo entre los
tratamientos del control y 1 ppm, aunque los valores de los tratamientos con
ibuprofeno sean todos menores que el control. Que solo existan diferencias con
el tratamiento con menos cantidad de ibuprofeno puede deberse a un error en el
proceso de medicién. Cabe destacar que en otros trabajos aparecen diferencias
significativas en el rendimiento de Chlamydomonas reinhardtii P.A. pero a
concentraciones elevadas de ibuprofeno, 1000mg L (Pino et al., 2016) aunque
también pueden existir diferencias porque se trata de una microalga y tienen
otros pigmentos complementarios que pueden afectar a la fotosintesis. En la
ETR no existen diferencias significativas, en otros trabajos tampoco aparecen
diferencias significativas en el ETR (Di Baccio et al., 2017), por lo que puede
deducirse que el ibuprofeno no afecta a estos dos parametros, salvo en

concentraciones altas.

La cantidad de fenoles es una medida que se toma de referencia para saber si
una planta ha estado en condiciones de estrés (Sanchez, 2013). La cantidad de
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fenoles (Figura 4) se consigue mediante una recta patron de acido ferdlico y se

utiliza la alicuota conseguida en la extraccion organica.
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Figura 4: Cantidad de fenoles en las plantas de lechuga
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Figura 5: Comparacion dos a dos de la cantidad de fenoles

Con los resultados de la cantidad de fenoles se comprueba, mediante el test

ANOVA, que existen diferencias significativas. Al realizar la comparacion dos a

dos (Figura 5), se observa que hay diferencias significativas de todos los

tratamientos con el tratamiento con ibuprofeno mas concentrado (100 ppm). Esto
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puede indicar que a partir de esa concentracion la planta presenta un alto estrés
y por eso sintetiza una cantidad de fenoles significativa. Relacionando esto con
otros trabajos, donde se comprueba si Lemna gibba L. sintetiza la hormona del
estrés (acido abscisico), se puede comprobar que la cantidad de &cido abscisico
es mayor en disoluciones con concentraciéon de ibuprofeno pg L o superiores
(Pomati et al., 2004).

Para poder comparar la composicion de las paredes se realiza una
espectrometria de infrarrojos. Al observar los espectros de infrarrojos (Figura 6)
se pueden comparar las absorbancias relativas de los distintos tratamientos

llevados a cabo en el trabajo.
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Figura 6: Espectros de absorbancia relativa para nuestras muestras en el rango de niumeros de
onda acotado a 1800-800cm-!

En torno al nimero de onda de 1000 cm, zona donde se encuentran los
carbohidratos (Fernandez-Pérez et al., 2015), se observan diferencias del control
con los tratamientos con ibuprofeno, en todos es mayor el valor al del control. En

la regidbn que se corresponde con anillos fendlicos y acidos uronicos no
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esterificados (indicadores de presencia de lignina), 1650-1500cm™ (Fernandez-
Pérez et al., 2014), los tratamientos con ibuprofeno tienen un valor menor que el
control. Esto puede indicar que el ibuprofeno puede afectar en la composicion de
la pared de lechugas adultas.

La forma de visualizar mejor las diferencias entre los distintos tratamientos es
mediante los espectros diferenciales (Figura 7). Estos espectros se obtienen
restandole los valores de absorcion del control a los distintos tratamientos,
pudiendo asi estimar con mayor precision si un componente aumenta o

disminuye dependiendo del tratamiento.
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Figura 7: Espectros diferenciales de absorbancia relativa para los distintos tratamientos,

acotado al rango de nimeros de onda 1800-800cm-!

Como se podia apreciar en los espectros de absorbancia relativa, en todos los
tratamientos aumenta la proporciéon de carbohidratos. Aunque el aumento de
carbohidratos es inversamente proporcional a la concentracion de ibuprofeno del
tratamiento. En el caso de los anillos fendlicos y acidos uronicos no esterificados,

cuanto mayor es la concentracién de ibuprofeno, el valor de la absorbancia es
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mas negativo. Esto quiere decir que la pared de 100 ppm es menos rigida, ya
gue presenta menos lignina.

Observando estas graficas podemos deducir que la composicion de la pared
celular varia con estos tratamientos, aunque sea en valores bajos pueden ser

significativos y afectar al crecimiento de la planta.

Para poder comprobar si el ibuprofeno se incorporé en la planta, se realiza una
cromatografia en HPLC utilizando la misma alicuota que en la determinacién de
cantidad de fenoles. Se pincha un patrén de ibuprofeno del cual se obtiene el

espectro (Figura 8) que presenta un tiempo de retencion de 22.05 min.
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0,75

0,55

Absorbancia

0,35

0,15

-0,05
200 250 300 350 400

Longitud de onda (cm™)

Figura 8: Absorbancias medidas en el rango de 200-400 cm de longitud de onda

Una vez pinchado el patrén, se observa que en los extractos de los diferentes
tratamientos no aparece. Esto puede indicarnos que el ibuprofeno no es
incorporado por las plantas de lechuga adultas. En cambio, en otros trabajos si
que es incorporado en Arabidopsis thaliana L., aunque en proporciones muy

bajas y se cree que el ibuprofeno es incorporado en la vacuola (Marsik et al.,

2017).
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5. Conclusiones

De los resultados de este trabajo se concluye que la presencia de ibuprofeno no
influye en la tasa de germinacién de las semillas de lechuga.

Sin embargo, esta presencia afecta a varios aspectos del metabolismo de la
planta. Asi, la fotosintesis se ve afectada a bajas concentraciones de ibuprofeno,
con valores de rendimiento cuantico menores que en el control. Altas
concentraciones de ibuprofeno provocan un aumento en el contenido de
compuestos fendlicos y se observan también importantes cambios en la
composicion de la pared celular.

Por otro lado, los analisis realizados no permitieron determinar con seguridad si

la planta incorpora o no el ibuprofeno a sus tejidos.

Conclusions

Dos resultados deste traballo concliese que a presenza de ibuprofeno non inflie

na tasa de xerminacion das sementes de leituga.

Sen embargo, esta presencia afecta a varios aspectos do metabolismo da planta.
Coma a fotosintese que vese afectada a baixas concentracions de ibuprofeno,
con valores de rendemento cuantico menores ca no control. Altas concentracions
de ibuprofeno provocan un aumento no contido de compostos fendlicos e

obsérvanse tamén importantes cambios na composicion da parede celular.

Por outro lado, os andlises realizados non permitiron determinar con seguridade

se a planta incorpora ou non o ibuprofeno aos seus tecidos.

Conclusions

Taking into account the results of this research, we conclude that the presence
of ibuprofen does not affect the germination of lettuce seeds.

Nevertheless, some parameters in the plant metabolism are affected by the
presence of ibuprofen. The photosynthesis can be affected at low concentrations
of ibuprofen, with less values in quantum yield than control. High concentrations
of ibuprofen can cause increase in phenolic compounds contents so the cell wall
composition is changed due to this effect.

On the other hand, the analysis could not clarify whether the plant incorporates

ibuprofen into its tissue
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