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RESUMEN/RESUMO/SUMMARY

RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado el potencial efecto citotoxico de diferentes
contaminantes emergentes sobre el crecimiento de tres especies de bacterias y una especie
de levadura. El método seleccionado para este fin se caracteriza por ser sencillo tanto en
cuanto a su realizacion como en cuanto a la interpretacion de los resultados, puesto que
el efecto toxico de los contaminantes emergentes se ha evaluado en funcién de la
aparicion de puntos o spots formados por células sobre un medio de cultivo que serian un
indicativo de la capacidad de crecimiento de los microorganismos. Los contaminantes
emergentes objeto de estudio han sido seleccionados debido a que su frecuencia de uso y
aplicacion por el ser humano es muy elevada. Asi se han incluido medicamentos, agentes
antimicrobianos y otros productos que forman parte de utensilios de la vida diaria y el
cuidado personal. Los resultados obtenidos han mostrado que la gran mayoria de los
contaminantes emergentes ensayados ejercen un efecto citotoxico sobre los
microorganismos seleccionados a las concentraciones testadas. Sin embargo, el nivel de
toxicidad difiere en funcion de la especie de microorganismo ya que, a la vista de los
valores de concentracion minima inhibitoria obtenidos para cada compuesto y especie,
unos han demostrado ser més sensibles que otros. Teniendo en cuenta estos resultados
junto con el elevado uso de estos compuestos, seria interesante realizar mas estudios que
profundicen en la potencial toxicidad de estos contaminantes emergentes sobre los

organismos unicelulares.

PALABRAS CLAVE: spot testing, contaminantes emergentes, concentracion minima

inhibitoria, microorganismos.

RESUMO

No presente traballo estiidase o potencial efecto citotdoxico de diferentes contaminantes
emerxentes sobre o crecemento de tres especies de bacterias e unha especie de levadura.
O método seleccionado para este fin caracterizase por ser sinxelo tanto en canto a sta
realizacién como en canto 4 interpretacion dos resultados, posto que o efecto toéxico dos

contaminantes emerxentes foi avaliado en funcién da aparicion de puntos ou spots sobre

1



un medio de cultivo formado por células, as cales serian un indicativo da capacidade de
crecemento dos microorganismos. Os contaminantes emerxentes obxeto de estudo foron
seleccionados debido 6 seu elevado uso e aplicacion por parte do ser humano. Deste xeito
incluironse medicamentos, axentes antimicrobianos e outros productos que forman parte
de utensilios da vida diaria e o cuidado persoal. Os resultados obtidos mostraron que a
meirande parte dos contaminantes emerxentes ensaiados exercen un efecto citotoxico
sobre os microorganismos seleccionados as concentracions testadas. Sen embargo, o nivel
de toxicidade difire en funcion da especie de microorganismo xa que, 4 vista dos valores
de concentracion minima inhibitoria obtidos para cada composto e especie, uns
demostraron ser mais sensibles ca outros. Tendo en conta estes resultados xunto co
elevado uso destas substancias, seria interesante realizar mais estudos os cales profundan

na potencial toxicidade destes contaminantes sobre os organismos unicelulares.

PALABRAS CRAVE: spot testing, contaminantes emerxentes, concentracion minima

inhibitoria, microorganismos

SUMMARY

The present work examines the potential cytotoxic effect of different emerging pollutants
on the growth of three species of bacteria and one species of yeast. The method selected
for this purpose is characterized by being simple both in terms of its performance and in
terms of the interpretation of the results. Therefore, the toxic effect of emerging pollutants
has been evaluated based on the appearance of points or spots on a culture medium formed
by cells that would be indicative of the growth capacity of microorganisms. The emerging
pollutants under study have been selected because their frequency of use and application
by humans is very high. This includes medications, antimicrobial agents and other
products that are part of everyday life and personal care utensils. The results obtained
have shown that the vast majority of emerging contaminants tested causes a cytotoxic
effect on the selected microorganisms at the concentrations tested. However, the level of
toxicity differs depending on the species of microorganism because, in view of the
minimum inhibitory concentration values obtained for each compound and species, some
have proven to be more sensitive than others. Considering these results along with the

high use of these compounds, it would be interesting to conduct further studies that could



give us more information about the potential toxicity of these emerging pollutants on

unicellular organisms.

KEYWORDS: spot testing, emergent pollutants, minimum biocidal concentration,

microorganisms.



1. INTRODUCCION

El término contaminante emergente hace referencia a un grupo de sustancias
heterogéneas cuyo origen, asi como composicion, es muy variable (1). Estos compuestos
son conocidos también bajo el nombre de nuevos contaminantes debido a que, aunque su
presencia en el medio ambiente no es algo novedoso, si que lo son las consecuencias que
pueden acarrear tanto a nivel ecologico como a nivel de la salud y la seguridad humana
(1,2). Entre ellos se encuentran productos que son usados a diario tales como productos
farmacéuticos, de cuidado personal o cosmética y aquellos empleados para el crecimiento
y la salud de los animales (3). La peculiaridad de este grupo de contaminantes es que no
necesitan persistir en el medio ambiente para llegar a causar efectos negativos, ya que su
tasa de transformacion/eliminacion es directamente compensada con su introduccion

continua en el medio ambiente (4).

Si bien estos contaminantes no estan actualmente regulados bajo una ley la cual determine
las maximas concentraciones admisibles, durante los ultimos afios se han llevado a cabo
numerosas investigaciones donde se ha demostrado que se encuentran en entornos
acuaticos tales como rios, arroyos y aguas subterraneas, reconociéndose, asi como
sustancias peligrosas de las cuales es necesario tener un mayor control, y que por ello
deberian de estar incluidas en la legislacion (2,3). Como ya se comento, la presencia de
los contaminantes emergentes en los medios acuaticos es debido el amplio uso que de
estos se hace actualmente, puesto que se emplean tanto en animales como en humanos y
a escala mundial. Ademas, gran parte de estos compuestos, entre ellos los farmacos, no
consiguen eliminarse por completo y es a través de los productos de excrecion del

organismo que los consume como pasan al medio acudtico y/o terrestre (5).

El presente trabajo se ha centrado en seis contaminantes emergentes cominmente

empleados en la actualidad:

Ibuprofeno es el nombre comercial que recibe el acido 2 - (4 - isobutilfenil) propanoico
(Fig.1). Es un medicamento antiinflamatorio no esteroideo ampliamente utilizado como
analgésico, antirreumadtico y antipirético (5). Se localiza esencialmente en aguas

residuales, rios y lagos de Europa. Algo a destacar del mismo es que se trata de un



contaminante persistente con tendencia a bioacumularse por lo que podria generar efectos

perjudiciales (5).

Figura 1. Estructura quimica del acido 2 - (4 - isobutilfenil) propanoico (6)

El 4cido acetilsalicilico es el principio activo del medicamento conocido comercialmente
como aspirina (Fig 2.). Este medicamento, mundialmente conocido, pertenece también a
la familia de los antiinflamatorios no esteroideos y se emplea cominmente para el

tratamiento antipirético (7).
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Figura 2. Estructura quimica del 4cido acetilsalicilico (3)

El diclorofenaco, al igual que en los dos citados anteriormente, es un medicamento que
se encuadra dentro de los antiinflamatorios no esteroideos que se emplea para reducir la
inflamacion, el dolor y la fiebre. Se trata de un derivado fenilacético (Fig.3) caracterizado
por su elevada tasa de consumo, tratdindose asi de uno de los farmacos mas empleado a
nivel mundial. Dicha caracteristica sumada al hecho de que presenta una baja degradacion
provoca que sean facilmente detectables en elevadas concentraciones en rios, sedimentos

y agua potable (8).
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Figura 3. Estructura quimica del diclorofenaco (8)

El Ttriclosan se trata del 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol (Fig.4), un agente
antimicrobiano de amplio espectro que se utiliza como principio activo en jabones
antisépticos de uso hospitalario y en las ultimas décadas se ha incorporado a numerosos
productos de cuidado personales tales como desodorantes, geles y pastas dentifricas.
También se puede localizar en residuos plasticos (9). 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol
se ha detectado en ecosistemas acuaticos debido a su eliminacion parcial en el tratamiento
de las aguas residuales. Una propiedad de este contaminante emergente es su elevado

potencial de bioacumulacion, por lo que puede suponer una amenaza ambiental (10).

Cl OH

Cl

Figura 4. Estructura quimica del triclosan (10)

El florfenicol es un agente antibacteriano que se caracteriza por ser de amplio espectro.
Pertenece a la familia de los fenicoles (Fig.5) que, desde un punto de vista quimico es un
derivado monofluorado del tianfenicol, un analogo del cloranfenicol que posee un rango

de actividad similar (11).
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Figura 5. Estructura quimica del florfenicol (12)

Bisfenol A es el nombre comun que recibe el 2,2-(4,4-dihidroxifenol) propano (Fig. 6).
Este contaminante emergente es de uso muy comun debido a que se emplea para la
produccion de policarbonato plastico, el cual tiene numerosas aplicaciones ya que se
caracteriza por su gran resistencia térmica asi como dureza. Por ello es muy comun que
forme parte de productos tales como papel térmico, plasticos de usos diarios tales como

juguetes, entre otros e inclusive para cristales oculares (13).

O
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Figura 6. Estructura quimica del bisfenol -A (10)
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En la actualidad, son numerosas las investigaciones que se estan llevando a cabo para
evaluar el nivel de peligrosidad para los ecosistemas acuéticos y la salud publica que
pueden acarrear la acumulacion de los diferentes grupos de contaminantes emergentes.
Durante los ultimos afios, dichos estudios se han centrado fundamentalmente en
caracterizar el potencial efecto dafiino de estos compuestos sobre animales mamiferos.
Sin embargo, recientemente se han comenzado a utilizar organismos que no estén bajo la

proteccion de ninguna ley. Entre estos se incluyen bacterias, hongos, algas, plantas y



animales invertebrados (14). En el presente trabajo se han empleado microorganismos,
ya que son considerados los primeros afectados por las descargas de distintos
contaminantes en el ecosistema al estar en contacto directo con el medio, separados
unicamente por una membrana o pared celular (15). Se eligieron microorganismos
procariotas y eucariotas. Los microorganismos procariotas estan representados por 3
especies bacterianas (Bacillus sp, Staphylococcus aureus y Serratia marcescens) mientras

que sera Saccharomyces cerevisiae quien represente al dominio eucariota.

Los microorganismos del género Bacillus se encuadran dentro de la familia Bacilliaceae.
Se caracterizan por ser bacilos que pertenecen al grupo de bacterias Gram positivas.
Tienen un amplio rango de tamafio y pueden ser aerobios estrictos o anaerobios
facultativos. Otra caracteristica a tener en cuenta es que son formadores de endosporas

muy resistentes a condiciones extremadamente desfavorables (16).

Staphylococcus aureus pertenece a la familia Staphylococcaceae. Se caracterizan por ser
bacterias Gram positivas con forma de coco e inméviles. Presentan un tamafo de 0,5 a
1,5 um estando agrupadas en forma de racimos de uva. Son bacterias anaerobias

facultativas, que, en este caso, no forman esporas (17).

Serratia marcescens, con cepas que actuan como patdgenos oportunistas, pertenece a la
familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo Gram negativo, aerobio facultativo y moévil que
se caracteriza principalmente por producir una serie de enzimas hidroliticas que degradan

compuestos de elevado peso molecular (18).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura, un hongo unicelular, del grupo de los
ascomicetos. Se caracteriza principalmente por obtener la energia a partir de la glucosa
teniendo asi una elevada capacidad fermentativa. Es un organismo eucariota muy
conocido desde la antigiiedad debido a su uso en la industria para la produccion de pan y

alcohol (19).

En el presente trabajo, se ha empleado un método de andlisis basado en la inoculacién en
medios solidos de “gotas” (spot testing) de cultivos microbianos expuestos previamente
a diluciones seriadas de soluciones concentradas de los compuestos de estudio. Se trata

de un método novedoso y muy visual, donde la formaciéon o no de puntos o spots de
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crecimiento microbiano puede utilizarse como un indicador de la toxicidad con el que,
ademds, se podrd determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
compuestos ensayados. Esta se considera la concentracion mas baja, expresada en mg/L,
necesaria de una sustancia para inhibir el crecimiento de un microorganismo bajo

condiciones especificas in vitro y en un periodo de tiempo establecido (20).

2. OBJETIVOS

A la vista de lo expuesto anteriormente, el objetivo principal de esta investigacion es
estudiar y comparar el potencial efecto citotoxico que ejercen seis contaminantes
emergentes sobre cuatro especies de microorganismos con el fin de determinar la

concentracion minima inhibitoria de los mismos.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Preparacion de los cultivos de los microorganismos

Para cada microorganismo ensayado, se prepararon cultivos puros liquidos a partir de
colonias aisladas. Las cepas empleadas proceden de la Coleccion Espaifiola de Cultivos
Tipo (CECT), de la Universidad de Valencia. Para ello, trabajando siempre bajo
condiciones de asepsia, los microorganismos fueron cultivados en tubos de ensayo de 10
ml con 3 ml de medio de cultivo. Para los microorganismos procariotas se empleé un
medio de cultivo general, el caldo de triptona de soja (TSB; Tryptic Soy Broth).
Posteriormente se incubaron en una estufa a 37° C durante 24 horas. Para Saccharomyces
cerevisiae, se utilizo6 el medio complejo para el crecimiento de levaduras (YPD; Yeast
Extract Peptone Dextrose)y, en este caso, el cultivo se mantuvo a 30°C y en un tiempo
maximo de 48 horas. Todos los materiales empleados fueron previamente esterilizados
en autoclave (Raypa).

Transcurridas las 24-48 horas de incubacion correspondiente se procede a la medicion de

la transmitancia (Shimadzu) con el objetivo de trabajar siempre con una misma densidad



celular inicial. En todos los casos, los cultivos de diluyeron con tampén fosfato salino

estéril para ajustar la transmitancia al 90% (Fig.7).

Bacterias

|

Medio TSB 37°C
24 horas Espectrofotémetro

</

Colonias aisladas en 3 Levaduras

placa Petri
' ‘ J

Medio YPD 30°C

48 horas Espectrofotémetro

Figura 7. Preparacion de los cultivos experimentales de microorganismos.

3.2.  Preparacion de la solucion stock de los contaminantes ensayados

De cada uno de los contaminantes se prepard una solucion stock a una concentracion
final de 2 mg/ml en tampon fosfato salino estéril. A continuacidn, se realizaron diluciones
seriadas decimales hasta la dilucion 107 con tampon fosfato salino para cada una de las

soluciones stock de los contaminantes.

3.3. Disenio experimental

Para la realizacion del ensayo en primer lugar, se expusieron los distintos
microorganismos a los seis contaminantes a estudiar, cuyas soluciones stock a las
diferentes concentraciones ensayadas han sido preparadas tal y como se ha explicado en
el punto anterior. Para ello se emplearon tubos eppendorf en los cuales se vertieron 150
ul totales de los cuales la mitad se correspondieron al indculo convenientemente diluido
de los microorganismos y la otra mitad a las soluciones correspondientes a las
concentraciones de los contaminantes emergentes ensayados. De esto modo, las
concentraciones finales ensayadas para cada compuesto fueron: 0,01, 0,1, 1, 10, 10*10°
mg/L. En todos los casos se procedid también a la preparacion de un control sin

contaminante utilizando tampodn fosfato salino. Posteriormente estos cultivos se llevaron

10



a las estufas correspondientes durante 24 horas a 37°C para las bacterias y 48 horas a 30°C

para la levadura.

Pasado el tiempo de exposicion, se pipetearon 3 ul de cada suspension celular, formando
gotas o spots en placas Petri con dos medios diferentes: caldo de triptona de soja con agar
(TSA; Tryptic Soy Agar) para las bacterias y el medio YPD con agar para la levadura.
Estas placas se incubaron durante 24 y 48 horas a las respectivas temperaturas de 37°C y
30°C. La capacidad que presentan los microorganismos ensayados para crecer en estos
medios de cultivo formado puntos o spots, es decir, que se produzca la formacion de
colonias confluyentes, se emple6 como criterio para la valoracion de la toxicidad y para

la obtencion de la concentracidn inhibitoria minima para cada compuesto ensayado.

4. RESULTADOS

De los seis contaminantes emergentes objeto de estudio, tres de ellos se encuadran dentro

del grupo de antiinflamatorios no esteroideos y han arrojado resultados muy diferentes.

En el caso del ibuprofeno, este farmaco no ha mostrado toxicidad sobre ninguno de los
microorganismos ensayados, ya que en todos ellos se ha observado crecimiento incluso

en las muestras tratadas con la concentracion mas elevada de este compuesto (Tablal).

El 4cido acetilsalicilico si ha inhibido el crecimiento de los microorganismos ensayados,
si bien dicha inhibicion se observa a las concentraciones mas elevadas ensayadas (Tabla
1). De esta forma se ha podido establecer que la concentraciéon minima inhibitoria es la

misma para todos los microorganismos utilizados en este estudio: 1000 mg/L.

Por otro lado, el efecto inhibitorio que ejerce el diclorofenaco ha sido diferente en funcion
del microorganismo testado (Tabla 1). Asi se observa que para Staphylococcus aureus, la
CMI se sittia en 100 mg/L. La concentracion inhibitoria minima es mayor en el caso de
Serratia marcescens 'y Saccharomyces cerevisae dado que se encuentra en el orden de

103 mg/L. Sin embargo, en Bacillus sp no provoca ninglin efecto citotoxico puesto que se
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ha producido la formacion de spots tras la exposicion a cada una de las concentraciones

crecientes probadas de diclorofenaco.

No se ha observado que bisfenol A ejerza un efecto citotoxico sobre Bacillus sp, Serratia
marcescens o Saccharomyces cerevisae. Sin embargo, presenta una notable citotoxicidad
sobre Staphylococcus aureus, puesto que los efectos toxicos de este contaminante
emergente sobre el crecimiento de esta especie son notorios en las concentraciones mas

bajas ensayadas: 10 mg/L (Tabla 1).

El florfenicol, que se trata de un agente antibacteriano, ejerce un efecto citotdxico sobre
cada uno de los microorganismos ensayados. Aun asi dicho efecto difiere entre los
microorganismos Gram — positivos y Gram — negativos en cuanto a las concentraciones
a las se detecta el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de estas bacterias. De este modo,
en Bacillus sp y Staphyloccocus aureus la CMI es de 10 mg/L. En Serratia marcescens y
la levadura Saccharomyces cerevisiae la CMI se caracteriza por ser mas elevada,

presentando asi un valor de 1000 mg/L (Tabla 1).

Por tultimo, el triclosan ha presentado un efecto muy similar al florfenicol, donde,
nuevamente, se observa que el efecto es mucho mas elevado en los microorganismos
pertenecientes al grupo de las bacterias Gram — positivas, como se puede observar en
Staphyloccocus aureus, donde la CMI es de 10 mg/L. Por otro lado, Serratia marcescens,

bacteria Gram- negativa, presenta una CMI de 1000 mg/L (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria de los microorganismos ensayados

IBUPROFENO

ACIDO ACETILSALICILICO 1000 1000 1000 1000
FLORFENICOL 10 10 1000 1000
TRICLOSAN 100 10 1000 100
BISFENOL -A - 10 - -
DICLOROFENACO _ 100 1000 1000

12



5. DISCUSION

A la vista de los resultados descritos, se puede establecer que hay una serie de
contaminantes emergentes que parecen presentar un efecto citotéxico imperceptible a las
concentraciones ensayadas (Fig.8): uno de ellos es el ibuprofeno. Se caracteriza por no
presentar citotoxicidad sobre ninguno de los microorganismos ensayados a las

concentraciones y tiempos de exposicion testados en el presente trabajo.
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Figura 8. Formacion de spots tras la exposicion de los microorganismos a los contaminantes

emergentes

13



Algo similar sucede con el bisfenol A, que a excepcion de Staphyloccocus aureus,
tampoco produce un potencial efecto citotoxico. Por su parte, el acido acetisalicilico si
que inhibe el crecimiento, pero solo actuando a concentraciones muy elevadas, por lo que
de esta forma se ha podido establecer que su CMI es de 1000 mg/L en Bacillus sp,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens 'y Saccharomyces cerevisiae (Tabla 1). El
hecho de que este grupo de contaminantes no ejerza ningun efecto inhibitorio o, en el
caso de hacerlo, sea a la concentracion testada mas elevada, es un indicativo que, de los
contaminantes emergentes ensayados, éstos son los que presenten una menor toxicidad

sobre organismos no diana como los utilizados en este trabajo.

Sin embargo, se ha podido observar que los compuestos mas citotoxicos son el florfenicol
y el triclosan ya que presentan un potencial efecto toxico a concentraciones relativamente
bajas (Tablal). Ambos son agentes antimicrobianos, por lo que dichos valores pueden

deberse a su propio mecanismo de accion.

Por otro lado, de los microorganismos ensayados, se ha podido observar que
Staphylococcus aureus ha mostrado una mayor sensibilidad a las diferentes sustancias
probadas en comparacion con el resto de los microorganismos (Fig. 8). Esto podria
deberse a las diferencias en cuanto a la estructura celular que presentan los
microorganismos utilizados: Bacillus sp y Staphylococcus aeureus pertenecen al grupo
de bacterias Gram — positivas. Serratia marcescens se trata de una bacteria Gram —
negativa y Saccharomyces cerevisiae es una levadura. Ya otros autores han demostrado
que las bacterias Gram — negativas son mas resistentes que las Gram — positivas,
sugiriendo que dicha resistencia puede deberse al potencial efecto protector de la

membrana lipidica externa de la pared celular (21).

Ademas, en el caso concreto de Bacillus sp, su crecimiento no se ha visto afectado por
varios de los compuestos ensayados como el bisfenol o el diclorofenaco (Fig.8). De todos
los microorganismos ensayados, éste es el unico que se caracteriza por la formacion de
endosporas. El hecho de que sea capaz de producirlas le otorga un mecanismo de

resistencia bajo determinadas condiciones de estrés (22), por lo que puede presentar
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mayor capacidad de supervivencia y que de esta forma siga creciendo ante la presencia
de determinadas sustancias como alguna de las ensayadas en el presente trabajo. Por ello,
en futuros ensayos seria interesante realizar una tincidon para detectar la potencial

formacion de endosporas en los cultivos de esta especie expuestos a contaminantes.

En cuanto a Saccharomyces cerevisiae (Fig.8), se observa que los valores de
concentracion minima inhibitoria obtenidos para todos los compuestos ensayados son
mayores en comparacion con los obtenidos para las bacterias estudiadas. Cabe destacar
que se trata de una levadura que pertenece al dominio eucariota. Se caracteriza por
presentar una estructura celular mas compleja con la presencia de pared celular la cual
puede ayudar a que los contaminantes ensayados le afecten en menor medida.
Investigaciones relativamente recientes han demostrado que el efecto citotoxico del
tricloséan es bajo en Saccharomyces cerevisiae, donde la concentracion minima inhibitoria
fue de 1000 mg/L (23). El triclosan se trata de un agente antibacteriano, por lo que se

esperan efectos mas acusados sobre bacterias, tal y como se comprueba en este trabajo.

6. CONCLUSION/CONCLUSION/CONCLUSION

CONCLUSION

El método empleado en el presente trabajo ha demostrado ser util ya que ha permitido
obtener informacion sobre el potencial efecto citotoxico de varios contaminantes
emergentes sobre diferentes microorganismos. De esta forma se ha podido observar que
Staphyloccocus aureus se trata del microorganismo mas sensible de todos los estudiados,
ya que es el que mas afectado se ha visto por un mayor nimero de contaminantes.
Ademas, cabe destacar que, de todos los contaminantes emergentes ensayados, el
florfenicol, el triclosan y el bisfenol A son los que mayor efecto citotoxico han reportado,
ya que los valores de concentraciéon minima inhibitoria obtenidos han sido los mas bajos

en comparacion con el resto de contaminantes ensayados.
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CONCLUSION

O método empregado no presente traballo demostrou ser util xa que nos permitiu obter
informacion sobre o potencial efecto citotoxico de varios contaminantes emerxentes sobre
distintos microorganismos. Deste xeito, observouse que Staphyloccocus aureus é o
microorganismo mais sensible, xa que ¢ o que mais se viu afectado por un maior nimero
de contaminantes. Ademas, cabe sinalar que, de todos os contaminantes emerxentes
probados, o florfenicol, o triclosén e o bisfenol A tefien os efectos citotoxicos mais altos,
xa que os valores da concentracion minima inhibitoria foron os mais baixos en

comparacion co resto de contaminantes probados.

CONCLUSION

The method used in this work has proved that it is useful because it allowed us to obtain
information about the potencial cytotoxic effect of several emerging pollutants in
different microorganisms. In this way it has been detected that Staphyloccocus aureus is
the most sensitive microorganism of all that we have studied. Also we have to talk about
that of all the emerging pollutants tested, florfenicol, triclosan and bisphenol A have the

highets effects.
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