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Resumen

En el presente trabajo de tesina se evalu6 la potencial aplicacion de lodos
residuales industriales de alta carga bacteriologica, obtenidos de una planta
generadora de biogas, para la biorremediacién de matrices liquidas impactadas con
ibuprofeno, un farmaco cominmente utilizado como analito modelo de los llamados
contaminantes emergentes. Ademas, se realizo una caracterizacion fisicoquimica del
lodo bioldgico, asi como también el analisis metagenémico de la poblacion
microbiana pre-existente en dichas muestras.

Se demostro un incremento significativo en la viabilidad celular de las bacterias
facultativas presentes en el lodo crudo en presencia de ibuprofeno, encontrandose
una interesante correlacion entre la microbiota hallada en dichas muestras frente a la
reportada en otros estudios orientados a la caracterizacion de comunidades microbianas
con un importante rol en la degradacion de xenobio6ticos

Adicionalmente, se estudi6 la capacidad de bacterias previamente aisladas del
lodo residual para utilizar hidrocarburos del diésel comercial (diésel B10) como
fuente de energia para sus actividades metabolicas.

En este caso, se pudo demostrar un incremento significativo en la viabilidad
celular de dos de las tres cepas analizadas frente al contacto con diésel comercial
como unica fuente de carbono, en concordancia con una disminucion en la fraccion
petroquimica y biodiésel del combustible utilizado en los ensayos de biodegradacion.
Sin embargo, se necesitan mas estudios orientados a dilucidar las complejas
interacciones que pueden co-existir entre los microorganismos que forman parte de
nichos tan complejos, con el fin de disefiar estrategias biotecnologicas eficientes,
seguras y confiables, para su aplicacion en la biorremediaciéon de sitios impactados

con contaminantes persistentes y emergentes.



INDICE

5 TR 6918 (0 Ya R 3 6] o WSRO 7
1.1. BiOTTeMEAIACION ...cueteiiieiiieiiieeteeete ettt ettt et et e s sae e sbeesbeesaneenns 8
1.1.1. Tipos y técnicas de biorremediacion...........cccccveeeeveeeciieecieeeecieeecree e 9
1.2. Contaminantes €MergeNteS .......ccceiirieerrruieriiieeeieeeeete st e e seeesereessneeeeeneeesnne 12
1.2.1. Analgésicos: Ibuprofeno .........ccocieeiiiiiiiiiiiniiineeeetecee e 12
1.3. Hidrocarburos del petroleo.........ccceeeeuieieiieieeiieeeieeeeteeecte e aee e 14
2, ODJELIVOS ..uvieeerieieiiieeeiteeeeitteeeeteeeeteeeessaeeessaeeesseeessseesassasaassaessseeesssseesssssesssseesnssaen 17
3. Materiales ¥ METOA0S. .. .uuiecueeeeiieeeiieeeeiee e teeete e e e e e e tee e s ceree s sveesssae e s nseeennsaeennnns 19
3.1. Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del barro. .........cccccueeeeerneenneee. 20
3.2. Ensayos de viabilidad celular. ..........ccccoooiiieiiiiieiiiieieeceeecee e 20
3.3.
3.4. Ensayos de biodegradacion de Ibuprofeno..........cccceeeveeeeieeeciiieeecieeecieeceinens 22
3.5. Ensayos de biodegradacion de diésel comercial. .........ccoccueeeeviieiniieensiiienniieenne 23
3.6. Anélisis de cromatografia gaseosa de diésel comercial (B10). ........cccccvveennennee 24
3.7. Extraccion de ADN, secuenciacion y asignacion taxonomica. .........cceceeeeueenneee. 22
3.8. ANALISIS €StAAISTICOS. ceevveeiieiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e 23
4. Resultados ¥ diSCUSION.....cccueeiriiriiieiiieiteeieeeeteet ettt s 26
4.1. Caracterizacion fisicoquimica y microbiologica del lodo industrial................... 27



4.2. Determinacién de la biodegradabilidad de hidrocarburos del diésel comercial.

................................................................................................................................... 36
2. 10+ eeeeeeee e eeee e e e e e e e raraaaraaeas iError! Marcador no definido.
4.2.2. Ensayos de viabilidad celular. ..........cccceeeeiiiieiiiieiieicciecceeceeeeeeee e, 36
4.2.3. Cromatografia gase0Sa (CG)....ccceeevureeevieeeeiieeeieeeeceeeeeteeesareeeeeeeesaneeseneeas 40

4.3. Determinacion de la biodegradabilidad de ibuprofeno...........cccccccuvveenveennnenn. 29

4.4. Caracterizacion molecular de la microbiota constituyente del lodo residual. .. 32

5. CONCIUSIONES ...uvvviviiiiieeeeiieeeiiteeeeeee e ceeerar e e e e e eeeseaaabaseeeeeeeeesssassssseseeeeeeesssssnnnnnns 45

BiblHOGIafia......ceiiiiiiieiiiieieccte et e s aa e e s aae e s aaeenane 47



1. INTRODUCCION



1.1. BIORREMEDIACION

El término biorremediacion, acunado a principios de la década de los ‘80, se
refiere a un conjunto de metodologias y técnicas cuyo fin es la recuperacién de
ambientes contaminados utilizando organismos vivos, aprovechando sus capacidades
metabolicas. Estos organismos pueden ser seleccionados naturalmente o por medio
de la ingenieria genética (Di Paola y col., 2010; Brutti y col., 2018). Los sistemas
biolégicos mas frecuentemente utilizados para la biorremediacion son los
microorganismos (principalmente, bacterias y hongos) y las plantas
(i.e., fitorremediacion) (Biswas y col., 2015).

En general, las tecnologias de eliminacion de contaminantes ambientales basadas
en procesos bioldgicos poseen costos méas bajos en relacion a otras técnicas. Ademas,
la biorremediacion provoca una menor intrusiéon en el sitio contaminado y, en
consecuencia, un dafio ecologico menos significativo (Di Paola y col.,, 2010).
Aunque los beneficios econémicos de la aplicacion de estas biotecnologias parecen
ser evidentes, la inversion en investigacion sobre el estudio y aplicacion de estos
bioprocesos para la eliminacion de contaminantes ambientales es menor en
comparacién con otras técnicas mas tradicionales de saneamiento.

Las principales dificultades con las que atin se encuentra la biorremediacion para
ser considerada una herramienta exitosa frente a otras alternativas mas costosas
incluyen la necesidad de mejorar la caracterizacion y la estabilidad de los
microorganismos utilizados en dichos procesos, clarificar los factores que afectan las
tasas de degradacion, establecer criterios y métodos que sean ampliamente aceptados
para la aplicacién de esta tecnologia en el ambiente, realizar modelizaciones para
lograr una correcta aproximacion de los estudios a escala de laboratorio hacia el
trabajo en campo, y desarrollar mejores técnicas de monitoreo de las sustancias a
degradar y/o de sus metabolitos, entre otros aspectos (Di Paola y col.,, 2010).
A su vez, la biorremediacion se limita al tratamiento de residuos que son
efectivamente reconocidos y transformados por ciertos organismos, pero ain son

muchas las sustancias téxicas dificiles de degradar. Mas atin, considerando que en los
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ultimos anos se ha incrementado notablemente la cantidad de compuestos generados
por el hombre que no se encontraban presentes en la naturaleza con anterioridad
(Di Paola y col., 2010). Por lo tanto, la biotecnologia podria jugar un rol clave en el
desarrollo de nuevas herramientas biologicas que permitan aplicar protocolos de
biorremediacion en sitios cada vez mas complejos, asi como también ampliar el rango
de contaminantes cuya eliminacién del ambiente sea factible mediante estas nuevas

tecnologias de saneamiento.

1.1.1. TIPOS Y TECNICAS DE BIORREMEDIACION

Las técnicas de biorremediacion se pueden clasificar segtin diferentes criterios: el
agente/organismo que se utilice, el sitio o medio a tratar, la manera en la cual se
aplique o se realice el proceso, etc. En general, la palabra biorremediaciéon se
encuentra mayormente asociada al empleo de microorganismos, sean estos bacterias
u hongos (Biswas y col., 2015). Cuando los microorganismos a aplicar provienen de
otro ecosistema, a esta practica se le confiere el término bioaumentacion. La
bioaumentacidon consiste basicamente en la introduccion de cepas exoégenas, con
propiedades degradativas, en el area o sitio a remediar.

Por su parte, durante la bioestimulacion de un sitio contaminado no se adicionan
microorganismos, sino que se modifica el medio para estimular la flora nativa pre-
existente en su capacidad de degradar el/los contaminante/s. Esta técnica involucra
el agregado de nutrientes, co-sustratos, pro-oxidantes y otros compuestos que
puedan actuar como aceptores o dadores de electrones, segin el caso en particular
(Lalaroo y col., 2017).

Las técnicas de biorremediacion pueden utilizarse para tratar contaminantes en
distintos medios. Estos pueden ser sélidos (suelos, sedimentos o lodos), liquidos
(tratamiento de aguas superficiales, subterraneas o residuales), y gaseosos (emisiones
industriales) (Gonzalez-Rojas y col., 2011).

La biorremediacion también puede aplicarse “in situ” o “ex situ” (Fig. 1).
Se denomina biorremediacion “in situ” cuando el tratamiento se realiza en el mismo
lugar donde se encuentra la contaminacion, sin producir modificacién de la

estructura fisica del material a tratar. La biorremediacion “in situ” es aplicable tanto



en suelos como en acuiferos, y tiene como ventaja su relativo bajo costo. Sin embargo,
es mas complejo el control de la actividad biologica dirigida a la degradacion de
contaminantes especificos y la gestion del proceso en general (Brutti y col., 2018).

En el caso de la biorremediacion “ex situ”, el tratamiento se realiza retirando los
materiales del sitio contaminado y tratdndolos en una instalaciéon fuera del lugar
donde se encuentra la contaminacion. La biorremediaciéon “ex situ” también puede
aplicarse en suelos y acuiferos, en sitios acondicionados a tal efecto, tales como
plantas de tratamiento donde se facilitan los controles pero se encarece el proceso.
Las estrategias de biorremediaciéon “on site” son una variante de “ex situ”, en donde

los tratamientos se realizan en una zona lindante a la zona afectada (Brutti y col.,

«Bioestimulacion
. . « Bioaumentacion
m swtu . -
«Degradacién enzimdtica
« Fitorremediacion
«Land farming
«Compostaje
ex situ «Biopila
«Biofiltro
«Biorreactores

Figura 1. Estrategias habituales de biorremediacion “in situ” y “ex situ”.
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Entre las estrategias de biorremediacion “ex situ” mas sencillas se encuentran los
sistemas de “land farming”. Esta técnica consiste en la excavacion del suelo
contaminado y su deposicion en un soporte sobre el suelo, permitiendo la
degradacion aerdbica de los contaminantes mediada por organismos nativos.
Adicionalmente, se pueden controlar las condiciones de aireaciéon o el agregado de
nutrientes para mejorar el proceso (Azubuike y col., 2016).

Alternativamente, la técnica de “biopila” se basa en colocar la muestra a remediar
en celdas de tratamiento que contienen una red de tubos perforados por los que

circula aire a través del material, mediante el empleo de un compresor. Esta técnica
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requiere menos equipamiento y, en general, una menor area de tratamiento respecto
a otras técnicas. Recientemente, se ha incorporado en esta clasificacion al
“compostaje” que consiste basicamente en mezclar sedimentos contaminados con
enmiendas organicas facilmente degradables manteniendo la mezcla apilada bajo
condiciones controladas de humedad y aireaciéon (Di Paola y col., 2010).

La creciente contaminacion industrial y agricola ha llevado a una mayor
necesidad de procesos “ex situ” con mejor capacidad para eliminar contaminantes
especificos tales como metales pesados, pesticidas, hidrocarburos y compuestos
clorados, entre otros. Estos métodos comprenden procesos aerobicos, anaerdbicos
y/o fisicoquimicos y, en general, incluyen dos tipos de disefios: 1) filtros de lecho fijo
(biofiltros, humedales, buffer strips), o ii) biorreactores (en los cuales la materia
organica y los microorganismos se encuentran en suspension). En los tltimos afios,
ambos sistemas han tenido notables desarrollos en términos de disefio y control de
los bioprocesos (Di Paola y col., 2010).

En general, todos estos sistemas consisten en recipientes o espacios cerrados en
los cuales se llevan a cabo procesos fisicoquimicos y biologicos, mediados por
organismos o productos derivados de los mismos, tales como enzimas. Ademas, son
procesos continuos en donde los organismos no son retirados, por lo tanto, su
liberacion al medio esta contenida (Lalaroo y col., 2017)

En los dltimos afos, gracias a las nuevas tendencias en economia circular basada
en la sustentabilidad de los procesos, los costos asociados al tratamiento de la
contaminacion de origen industrial y agricola han podido reducirse mediante la
reconversion de residuos en productos ttiles. En particular, el tratamiento
anaerdbico de residuos organicos ha cobrado gran relevancia ya que durante la
biodigestion anaerdbica de la materia organica se genera biogas, el cual puede ser
utilizado para la co-generacion de energia eléctrica y térmica, y el lodo residual
producido en los biorreactores puede convertirse en un valioso recurso para la

generacion de compost o para aplicaciones biotecnologicas.
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1.2. CONTAMINANTES EMERGENTES

En la actualidad, existe un creciente interés por el impacto ecolégico de los
llamados contaminantes emergentes (CE). Este término se utiliza cominmente para
referirse a compuestos organicos de distinto origen y naturaleza quimica que tienen
el potencial de acarrear efectos adversos en el medio ambiente y en la salud de la
poblacion (Petrie y col., 2015). Los CE comprenden una amplia gama de sustancias
quimicas, tales como productos farmacéuticos, productos de cuidado e higiene
personal, agentes tensoactivos, plastificantes, pesticidas y aditivos industriales;
siendo el reciente hallazgo de analgésicos (ibuprofeno, naproxeno, diclofenac, etc.) en
aguas superficiales y subterraneas un hecho que ha despertado una gran
preocupacion. Las principales vias de introduccion de estos dltimos en el medio
acuatico son la excrecion humana y la eliminacién de productos no utilizados
(Rzymski y col., 2017). Ademas, se ha establecido que estos compuestos entran en el
ambiente a través de aguas residuales de tipo doméstico e industrial, residuos de las
plantas de tratamiento, efluentes hospitalarios y actividades agricola-ganaderas
(Stuart y col., 2012; Gil y col., 2013).

Los CE no estan incluidos en el monitoreo actual de los programas de
tratamiento de aguas residuales, ni las plantas de tratamiento convencionales estan
disefiadas para eliminarlos, motivo no sb6lo de preocupacion para las entidades
ambientales regulatorias sino también para la comunidad cientifica (Gavrilescu y col.,
2015). Por lo tanto, el estudio de nuevas estrategias de biorremediacion para la
remocion de CE en aguas contaminadas, que ademas hagan uso de biomasa residual
abundante y de bajo coste, es de notable interés para las sociedades modernas
preocupadas por la aplicaciéon de tecnologias de saneamiento méas econdmicas y

sustentables.

1.2.1. ANALGESICOS: IBUPROFENO

En los ultimos afios, se ha visto incrementada la presencia de compuestos
farmacéuticamente activos en plantas de tratamiento de aguas domésticas.
Muchas de estas sustancias son reconocidas por sus efectos dafinos, tanto para la

salud como para el medioambiente (Almeida y col., 2013). Segin las propiedades
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fisicoquimicas de los farmacos, estas sustancias -o sus productos de degradacion-
pueden llegar a alcanzar las aguas subterraneas y contaminar los acuiferos; o bien
quedar retenidas en el suelo y acumularse afectando al ecosistema y a los seres
humanos a través de la cadena trofica (Stuart y col., 2012). En particular, para los
productos farmacéuticos, no se encuentran normativas ambientales ni estandares de
vertimiento vigentes (Stuart y col., 2012).

Los analgésicos son los farmacos de mayor consumo a nivel mundial debido a su
elevada tasa de automedicacion (Gil y col., 2013). Entre ellos, el ibuprofeno (acido 2-
4-metilpropil fenilpropanoico) es actualmente el tercer analgésico mas utilizado en el
mundo segin un estudio relevado por la Organizacion Mundial de la Salud (Parolini
y col., 2011). La prevalencia ambiental del ibuprofeno se debe principalmente a sus
elevadas dosis terapéuticas (entre 600 a 1200 mg/dia), ya que alrededor del 15% de
este analgésico es excretado sin modificaciones por los seres humanos (Murdoch &
Hay, 2015; Zur'y col., 2018).

Debido a sus propiedades fisicoquimicas, este farmaco se caracteriza por una
elevada movilidad en los ambientes acuaticos (Parolini y col., 2011). Se han detectado
concentraciones de ibuprofeno de hasta 106 pg/L en aguas residuales crudas y
44 ng/L en efluentes tratados; y valores de hasta 5 pg/L en aguas superficiales; asi
como también la presencia de algunos de sus metabolitos secundarios (Almeida y
col., 2013). Diversos estudios han demostrado que en concentraciones del orden de
los ng/L y los png/L, el ibuprofeno afecta el crecimiento y la reproducciéon de especies
acuaticas, y posee efectos genotoxicos en peces (Flippin y col., 2007; Han y col., 2010;
Ragugnetti y col., 2011). Ademas, se ha reportado que este farmaco puede actuar
como disruptor endocrino e inductor de estrés oxidativo en diferentes organismos
acuaticos (Gonzalez y Bebianno, 2012). Por otro lado, se ha demostrado que en
concentraciones del orden de los ug/L, el ibuprofeno puede causar inhibicién de la
sintesis de genes involucrados en el desarrollo 6seo, la respiracion y las funciones
inmunologicas, mientras que en altas concentraciones induce la expresion de genes
relacionados con la regulacion de la respuesta inflamatoria (Jeffries y col., 2015).
Por lo tanto, es evidente la importancia de desarrollar métodos efectivos para la

remocion de ibuprofeno del ambiente.
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En general, los métodos mas estudiados para la degradaciéon de ibuprofeno han
sido de tipo fisicoquimico, especialmente procesos de oxidacion avanzados, tales
como oxidacién con ozono (Huang y col., 2015). Sin embargo, los intermediarios
formados durante estos tratamientos han demostrado ser mas toxicos que el
compuesto primario (Braz y col., 2014; Quero-Pastor y col., 2014; Huang y col.,
2015). Por esta razon, la degradacion microbiologica (i.e., biodegradaciéon) aparece
como una alternativa prometedora. Sin embargo, aiin es limitada la informacién
respecto a cuiles son los metabolitos producidos por la eliminacion biolégica de este
farmaco y los mecanismos involucrados en su degradacion, asi como su potencial

impacto en el medioambiente (Almeida y col., 2013; Marchlewicz y col., 2017).

1.3. HIDROCARBUROS DEL PETROLEO

En la actualidad, a pesar de los enormes avances realizados en el estudio y
aplicacion de diferentes formas de energias renovables, el petroleo y sus derivados
siguen siendo la mayor fuente de energia utilizada por la sociedad. La gran mayoria
de los sistemas de transporte, tanto para la movilidad de las personas como para el
comercio internacional, ademas de una proporcién muy significativa de la demanda
de calor y electricidad, se basan en la produccién y consumo de derivados liquidos del
petroleo (Thornley & Gilbert, 2013). En particular, nuestro pais cuenta con un largo
recorrido en la extraccion de petréleo crudo. Actualmente, se pueden encontrar
yacimientos en Chaco, Chubut, Mendoza, Neuquén, Rio Negro y Salta. Se calcula que
la industria quimica y petroquimica generan el 29,0% de los residuos peligrosos
totales que se producen en Argentina y, en particular, la industria petrolera es la
mayor generadora de residuos semisoélidos (Brutti y col., 2018).

Todos los anos, cerca de 1.300.000 toneladas de hidrocarburos entran al
ambiente, aunque la mayor parte sucede a través de filtraciones naturales de petréleo
(Di Paola y col., 2010). La mayoria de estos compuestos poseen cierto grado de
toxicidad y, ademas, son muy recalcitrantes, por lo que han sido clasificados como
contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos (USEPA, pos sus siglas en inglés: United State Environmental Protection

Agency).
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Cuando la liberacion de hidrocarburos es lenta, las propias comunidades
locales de microorganismos (bacterias y hongos) actian a medida que estos
compuestos entran en el ambiente y son parcialmente degradados. Por lo tanto, las
bacterias constituyen un mecanismo natural para la eliminacién de hidrocarburos.
Sin embargo, en el caso de las filtraciones que tienen lugar durante la exploracion, la
produccion, el refinamiento, el transporte y el almacenamiento del petroleo crudo y
sus derivados, la cantidad de hidrocarburos volcada al ambiente supera la capacidad
de degradacion de la comunidad microbiana nativa, provocando que estos
compuestos se dispersen y conduzcan a graves problemas ecologicos.

Los derrames de hidrocarburos causados por la accién humana son una de las
principales causas de contaminacién, tanto del agua como del suelo, afectando
directa o indirectamente a la salud humana y a muchas otras formas de vida, ya que
la acumulacion de estos contaminantes en los tejidos animales y vegetales puede
causar mutaciones, e incluso la muerte (de Mesa y col., 2006; Das y col., 2011;
Varjani y col., 2017; Brutti y col., 2018). Ademaés, debido a su baja densidad, los
hidrocarburos suelen acumularse en la superficie de las aguas impidiendo el
intercambio gaseoso con la atmosfera e iniciando una serie de procesos
fisicoquimicos simultdneos que, dependiendo del tipo de hidrocarburo, la cantidad
vertida y las condiciones del entorno (temperatura, humedad, salinidad, etc.), pueden
ser mas o menos lentos, y generar mayor toxicidad o afectacion del ecosistema
acuatico (de Mesa y col., 2006; Varjani y col., 2017).

Las tecnologias comuinmente utilizadas para la remediacion de sitios
impactados con hidrocarburos incluyen enterramiento, evaporacién, incineracion,
dispersion y lavado. Sin embargo, estas técnicas son costosas y pueden llevar a una
descomposicidon incompleta de los contaminantes, lo cual puede dar como resultado
productos igualmente téxicos (Das y col., 2011). La capacidad de degradacion de
hidrocarburos que algunos microorganismos poseen en forma natural ha dado lugar
a la posibilidad de utilizar técnicas de biorremediacién para la remocién de estos
compuestos cuando los mismos son liberados al ambiente por causas antropogénicas
(Varjani y col., 2017). Varios estudios han demostrado la superioridad del uso de
cultivos mixtos frente a cultivos puros de microorganismos seleccionados para

degradar hidrocarburos, debido a la mayor versatilidad metabdlica de los consorcios
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para utilizar estos compuestos como fuente de carbono (Varjani y col., 2017).
Sin embargo, el éxito de la aplicacion de estas estrategias de biorremediaciéon en
derrames de petroleo y sus derivados depende de establecer y mantener las
condiciones que favorezcan la biodegradacion bacteriana de los hidrocarburos en el
ambiente contaminado. Los principales factores que afectan a la mineralizacion de
hidrocarburos son el pH, la presencia y cantidad de nutrientes, y la tension de
oxigeno, ya que todos estos factores influyen en la tasa de crecimiento celular y, por
ende, en la capacidad de biodegradacion (Das y col., 2011; Toro y col., 2015; Sabullah
y col., 2018).

En la actualidad, numerosas investigaciones estan siendo focalizadas en la
bisqueda de microorganismos con capacidad para degradar hidrocarburos -y otros
contaminantes ambientales- en diferentes nichos y sistemas no estudiados con
anterioridad; y en evaluar su capacidad de respuesta en distintas condiciones con el
fin de desarrollar nuevas aplicaciones biotecnologicas para el control de la
contaminaciéon mediante su inoculacién a campo, o como co-adyuvante en sistemas
de tratamiento (Brutti y col., 2018). Por lo tanto, es necesaria la investigacién
enfocada en la basqueda de nuevas estrategias de biorremediaciéon
y en la ponderaciéon de sus efectos a largo plazo; asi como en la valoraciéon de su

conveniencia en términos de costos y efectividad, para cada caso en particular.
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2. OBJETIVOS



Objetivo general:

Analizar la microbiota pre-existente en muestras de lodos residuales
provenientes del tratamiento anaerobico de efluentes industriales, cedidos por una
empresa local, con el fin de disenar estrategias biotecnoldgicas orientadas a la

eliminacion de contaminantes ambientales persistentes y emergentes.

Objetivos especificos:

e Caracterizar el consorcio bacteriano presente en muestras de lodos residuales
provenientes de una planta generadora de biogas, producidos durante el
tratamiento anaerobico de efluentes industriales no peligrosos de alta carga

organica.

e Desarrollar y optimizar la aplicacion de técnicas cromatograficas y
espectroscopicas para la identificacion y evaluacion de hidrocarburos del diésel

comercial e ibuprofeno.

e Evaluar y cuantificar, a escala laboratorio, la tasa de biodegradacién de

ibuprofeno utilizando los lodos residuales provistos.
e Evaluar y cuantificar, a escala laboratorio, la tasa de biodegradacién de

hidrocarburos del diésel comercial utilizando bacterias aisladas de las muestras de

lodo en estudio.
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3. MATERIALES Y

METODOS



3.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA 'Y
MICROBIOLOGICA DEL BARRO.

Las muestras de lodo biologico fueron gentilmente provistas por la empresa
SOLAMB S.R.L. (http://www.solamb.com.ar). Las mismas se recolectaron en la
planta de tratamiento de efluentes industriales que dicha empresa posee en la
localidad de Timbues (Santa Fe, Argentina), y fueron trasladadas al laboratorio en
condiciones de refrigeracion (4 °C) en frascos de vidrio opaco color caramelo, de 1 L
de capacidad, para su posterior andlisis. Los siguientes valores promedio fueron
obtenidos mediante la caracterizaciéon fisicoquimica de las muestras, a partir de
diferentes lotes, aplicando protocolos estandarizados (SM2540B y SM2540E):
pH (7,41 + 0,02), conductividad (13,3 + 2,3 mS/cm), DQO (1320 + 50 mg/L), solidos
totales (31500 + 1750 mg/L) y solidos volatiles (14100 + 975). La poblacién
microbiana presente en las muestras de lodo residual se determin6 dentro de las
primeras 24 h de recolectadas las mismas mediante la enumeracion de heterétrofas
totales en medio agar nutritivo (PCA, Britania S.A., Buenos Aires, Argentina).
Para ello, se realizaron diluciones seriadas en soluciéon salina (NaCl 0,9%) y se
sembraron alicuotas de 10 y 100 uL por placa, dejandolas incubar a 37 °C durante
24 h en una estufa de cultivo (Tecno Dalvo S.R.L., Santa Fe, Argentina). Mediante el
recuento de colonias se determiné una concentracion promedio de hetero6trofas

totales de 5,8 + 0,5 log UFC/mL.

3.2. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR.

Se emplearon bioreactores de 125 mL de capacidad en los cuales se colocé 1 mL
de una suspension de lodo biologico (1/30) preparada en buffer fosfato (pH 7,0) 6
100 uL de una suspension bacteriana (aprox. 108 UFC/mL) de distintas cepas de
Pseudomonas sp., a los cuales se le adicion6 0,5 mg/mL de TTC (cloruro de 2,3,5-
trifenil tetrazolio) y Glucosa (Glu) 1% (v/v), ibuprofeno (Ibu) 5 ppm 6 diésel

comercial Bi1o (Shell V-Power ®), como unicas fuentes de carbono adicional.
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El TTC es un indicador redox que al entrar en contacto con los microorganismos
metabolicamente activos es reducido por las deshidrogenasas bacterianas a 1,3,5-
trifenilformazan, un compuesto de color rojo cuya absorbancia maxima se encuentra
localizada a 485 nm (Fig. 2). De esta manera, el grado de acumulacion intracelular
del colorante es proporcional a la cantidad de biomasa bacteriana, la cual dependera
de la capacidad de los microorganismos para metabolizar los compuestos

suministrados (Berridge y col., 2005).

Célula bacteriana Amax485nm

e TN s

N/ deshidrogenasas N7 lisis
fi b
N

cr — — — — — — > Boss M
@ bacterianas @ H N : celular

cloruro de 2, 3, S-trifenil trifenil formazdn
tetrazolio (TTC)

S

control  control
negativo positivo

Figura 2. Esquema descriptivo del bioensayo colorimétrico indirecto utilizado para la evaluacién de
la actividad metabdlica de los microorganismos del lodo en presencia de diferentes compuestos

orgéanicos, mediante la cuantificaciéon espectrofotométrica del contenido intracelular de formazan.

Para determinar la acumulacion intracelular del colorante se tom6 1,0 mL de
muestra de cada bioreactor, a diferentes periodos de incubacion (horas o dias), segin
el objetivo de cada experiencia. Las muestras fueron centrifugadas a 3000 x g
durante 5 min. para sedimentar los microorganismos. Luego de eliminar el
sobrenadante, se procedi6 a efectuar la lisis de las células bacterianas mediante el
agregado de 1,0 mL de acetona 80% (v/v), seguido de una posterior etapa de
sonicacion en un bafio ultrasénico (10 min.). Finalmente, se realiz6 una segunda
centrifugacion (5 min., 5000 x g) con el objetivo de decantar los restos celulares, y se
midi6é la absorbancia del sobrenadante a 485 nm empleando un espectrofotometro
UV-Vis Lambda 25 (Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, Estados Unidos).

Los experimentos se realizaron por triplicado (n = 3).
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3.3. ENSAYOS DE BIODEGRADACION DE IBUPROFENO.

Se adicion6 Ibu (5 ppm) a 60 mL de una suspensiéon de lodo biologico (1/30) en
buffer fosfato (pH 7,0), y se incub6 en un bafio termostatizado con agitaciéon (37 °C,
150 r.p.m.). A diferentes periodos de tiempo (0-96 h), se tomaron alicuotas de 3,0 mL
de la suspension y determind la concentracion residual de Ibu en la columna de agua
mediante espectroscopia de fluorescencia (Aexc.272/Aem.288) empleando un
espectrofluorémetro  Shimadzu RF-5301 PC (Shimadzu Corp., Japoén).
El procedimiento de calibracion de la respuesta fluorescente de Ibu en presencia de la

matriz del barro residual arrojo6 valores estables y reproducibles (r2>0,98).

3.4. EXTRACCION DE ADN, SECUENCIACION Y

ASIGNACION TAXONOMICA.

El ADN geno6mico microbiano se extrajo de las muestras de barro residual
utilizando el kit comercial PowerMax® Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories
Inc., QuiaGen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN
fue cuantificado utilizando el kit Quant-iTTM PicoGreen® dsDNA assay (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Se confeccioné una biblioteca del gen
correspondiente al ARNr 16S basada en el procedimiento descripto en la Guia
Illumina para “Preparacion de Muestras”. Brevemente, las regiones V3 y V4 del gen
codificante para el ARNr 16S se amplificaron mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (95°C por 3 min., seguido de 25 ciclos a 95°C por 30 s, 55°C por 30
s, y 72°C por 30 s, seguidos de una extension final a 72°C por 5 min.) usando los
cebadores: 341F: 5 -TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGG
GGGCGCAG-3" y 805R: 5"-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGAC
TACGGGTATCTAATCC-3". Para la reaccion de PCR se colocaron 2,5 uL. de ADN
genoémico (5 ng/mL), 5 uL. de cada cebador (1 mM), 1,5 uL. de 2x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix y agua de calidad para PCR hasta alcanzar un volumen final de 25 uL.
Las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado agrupandose los
productos finales en un tinico volumen. El ADN amplificado se purificé utilizando

perlas AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, IN, Estados
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Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizd6 una
PCR indexada (95°C por 3 min., seguido de 8 ciclos a 95°C por 30 s, 55°C por 30 s, y
72°C por 30 s, seguidos de una extension final a 72°C por 5 min.) utilizando los
cebadores N7xx y S5XX Nextera XT Index. La mezcla de reaccién (volumen final de
50 uL) se prepar6 adicionando 5 uL de muestra de ADN, 5 uL de cada cebador
(1 mM), 25 uL de 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix, y 10 uL de agua (calidad PCR).
Se realiz6 un segundo paso de purificacion con perlas AMPure XP (Beckman Coulter
Life Sciences, Indianapolis, IN, Estados Unidos) para la limpieza final de la
biblioteca. Luego, la misma se cuantificé utilizando el kit Quant-iTTM PicoGreenR
dsDNA assay (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y, finalmente,
los diferentes fragmentos fueron secuenciados empleando la plataforma Illumina
MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, Estados Unidos). El pre-procesamiento
bioinformatico de los datos y la clasificacion y asignaciéon taxondémica se realizaron
siguiendo el procedimiento descripto por Piazza y col. (2019). Las secuencias fueron
agrupadas en unidades taxonémicas operacionales (OTUs) con un nivel de similitud
del 97% aplicando una estrategia de referencia abierta implementada en QIIME.
Estos andlisis se realizaron en el Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario

(https://www.indear.com).

3.5. ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DE DIESEL
COMERCIAL UTILIZANDO BACTERIAS AISLADAS DEL LODO
RESIDUAL.

3.5.1. EVALUACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

Para evaluar el crecimiento de las bacterias aisladas del lodo residual con
potencial para degradar diésel comercial, se adicionaron 100 pL de una suspension
bacteriana ajustada al 0,5 de la escala de McFarland (aprox. 1.5 x 108 CFU/mL) a 50
mL de medio Bushnell-Hass (pH 7,0) conteniendo diésel B1o 1% (v/v), como tnica
fuente de carbono. Los frascos se incubaron en agitacion (150 r.p.m.) a 37 °C durante
15 dias en un bano termostatizado (SHZ-88, Arcano, Shanghai, China). La densidad

celular se evalu6 periodicamente registrando la absorbancia a 600 nm (D.O.600nm)
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utilizando un espectrofotometro UV-Vis Lambda 25 (Perkin Elmer, Inc., Waltham,

MA, Estados Unidos). Los ensayos fueron realizados por triplicado (n = 3).

3.5.3. ENSAYOS DE BIODEGRADACION.

Los experimentos de biodegradacion de diésel comercial se llevaron a cabo en
frascos estériles de 125 mL de capacidad (biorreactor) conteniendo 50 mL de medio
salino Bushnell-Haas (pH 7,0), al cual se le adicion6 diésel B10 1% (v/v) como tnica
fuente de carbono, y 100 pL de una suspension bacteriana (aprox. 108 UFC/mL) de
las distintas cepas en estudio como in6culo. Los frascos se incubaron en agitacion
(150 r.p.m.) a 37 °C durante 15 dias en un bano termostatizado (SHZ-88, Arcano,
Shanghai, China). Luego de la incubacion, se adicionaron 5,0 mL de n-hexano a cada
biorreactor para extraer los compuestos organicos remanentes del diésel comercial.
Después de agitar vigorosamente las muestras durante 1 min., las mismas fueron
centrifugadas durante 10 min. en una centrifuga Tyfon II (Zelian Instruments,
Buenos Aires, Argentina). Finalmente, se colectaron 3 mL del sobrenadante y se
filtraron utilizando una membrana de PTFE (tamafio de poro = 0.45 um) con el fin de
analizar la composicion cuali-cuantitativa del diésel B10 residual por cromatografia
gaseosa (CG-FID). Paralelamente, se procesaron biorreactores control conteniendo
diésel B1o 1% (v/v) en medio Bushnell-Haas (pH 7,0), sin inocular, que fueron
incubados de igual manera que las muestras para ser utilizados en el monitoreo de la
pérdida de diésel comercial por procesos abidticos. Todos los ensayos fueron

realizados por triplicado (n = 3).

3.5.4. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA DEL
DIESEL COMERCIAL (B10).

La determinacion cuali-cuantitativa de los componentes principales del
combustible diésel B10 se llevo a cabo mediante cromatografia gaseosa con deteccion
por ionizaci6on a la llama (CG-FID) utilizando un equipo SCION 436-GC (Scion
Instruments, Techcomp USA Inc., Fremont, CA, Estados Unidos) y una columna

capilar de silica fundida de 30 m de longitud (Rtx-5, Restek Co., Bellefonte, PA,
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Estados Unidos). La temperatura del inyector y del detector se fij6 en 275°C.
La temperatura inicial de la columna se estableci6 en 90°C, aumentando
posteriormente hasta 300°C a razon de 7 °C/min, y finalmente permaneciendo a
300°C durante 1 min. Las muestras (1 uL) fueron inyectadas utilizando una relacion
de split 1:20. Como gas portador se utiliz6 nitrégeno 5.0 (N2) a una velocidad de flujo
de 1 mL/min. La eficiencia de biodegradacion (BE) de las distintas fracciones del
diésel comercial (petroquimica y biodiesel) fueron calculadas utilizando la ecuacién

descripta por Michaud y col. (2004):

Ag*100
Aac

BE (%)=100-

, donde As es el area total de los picos seleccionados (fraccion Ci:i-Cz2 o fraccion
biodiesel -llamada FAME-) en cada muestra, luego de la incubacion; y Aac es el area
total de los picos seleccionados en el control abidtico después del mismo periodo de

tratamiento.

3.6. ANALISIS ESTADISTICOS.

Los datos experimentales fueron analizados utilizando el programa estadistico
SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., Estados Unidos) aplicando el test de ANOVA
(anélisis de la variancia). Cuando el efecto de los factores estudiados fue significativo
(p<0,05) se procedid a realizar la prueba Honestly Significant Difference (HSD) de

Tukey para efectuar comparaciones multiples con un nivel de confianza del 95 %.
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4. RESULTADOSY
DISCUSION



4.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y
MICROBIOLOGICA DEL LODO INDUSTRIAL.

La empresa SOLAMB S.R.L. posee en su planta de Timbues (Santa Fe, Argentina)
dos biodigestores anaerobicos, de 3.000 m3 cada uno, para el tratamiento de
efluentes liquidos de alta carga organica (DQO>40.000 mg/L) provenientes de
industrias de la region (LDC ARGENTINA S.A., CARGILL S.A., COFCO ARGENTINA
S.A., RENOVA S.A., NESTLE ARGENTINA S.A., BUNGE ARGENTINA S.A., etc.)
(Fig. 3). Este tratamiento permite poner en pardmetros de volcamiento a dichos
liquidos residuales y obtener biogés, el cual se purifica y se utiliza para la co-

generacion de energia eléctrica y térmica (http://www.solamb.com.ar).
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Figura 3. Fotografia aérea de los biodigestores anaerdbicos ubicados en la “Planta Timbues” de la

empresa SOLAMB S.R.L. (fotografia cedida por gentileza de la empresa).

Durante el tratamiento de los liquidos y la biodegradacion de la materia organica,
ademas del efluente tratado y del biogas producido, se generan lodos que van
precipitando y que periédicamente deben ser removidos para mantener el sistema
estable. Estos lodos, incluso una vez extraidos de los biodigestores, poseen una
actividad biologica considerable, la cual fue objeto de estudio para los propésitos del
presente trabajo de tesina. Los diferentes lotes de lodos utilizados durante el
desarrollo de este trabajo fueron tomados siempre en el mismo punto de muestreo

por personal de la empresa, y caracterizados en el laboratorio dentro de las 24 h de
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haber sido recolectadas las muestras. Los valores de los diferentes parametros
fisicoquimicos determinados y de la carga bacteriol6gica que se informan en la
Tabla I fueron obtenidos a partir del procesamiento de 8 lotes de lodo, colectados en

distintas campanas de muestreo, a lo largo de un afo.

Tabla I. Determinacién de parametros fisicoquimicos y de la carga bacteriologica de diferentes lotes

de lodo residual obtenidos a partir de distintas campafias de muestreo.

DQO Soélidos Solidos Recuento Log

Lote Fechade Cond. .
pH Sol. Totales Volatiles en placa UFC/

N° muestreo (mS/cm)
(mg/L)  (mg/L) (mg/L)  (UFC/ml) ml
1 27/02/2018 7,43 11,5 950 21200 8700 9,3 X 104 5,0
2 26/04/2018 7,20 16,4 1050 25800 10500 1,8 x 108 6,3
3 29/05/2018 7,32 12,2 1550 31000 13750 9,1X105 6,0
4 02/07/2018 7,32 13,3 1450 34500 15750 1,1x 108 6,0
5 22/09/2018 7,53 14,5 1230 26600 11000 1,2 X 105 5,1
6 15/10/2018 7,31 13,6 1150 46800 22800 1,6 X 100 6,2
7 01/11/2018 7,52 14,2 1650 41000 19300 1,5x 10° 6,2
8 22/11/2018 7,52 12,1 1530 25100 11000 2,4 X105 54

Los valores promedio de cada una de las variables mensuradas fueron:
pH (7,41 + 0,02), conductividad (13,3 + 2,3 mS/cm), DQO (1320 + 50 mg/L), sblidos
totales (31500 + 1750 mg/L), sélidos volatiles (14100 + 975) y concentracién de
heterétrofas totales (5,8 + 0,5 log UFC/mL). Estos resultados muestran una marcada
estabilidad del sistema, la cual es coherente con el tipo de alimentaciéon que reciben
los biodigestores, sumado a la evaluacion y el control periédico y riguroso que la
empresa realiza sobre los mismos. Esta primera informacion es radical en vistas de
las potenciales aplicaciones biotecnologicas de los lodos en estudio, ya que es
fundamental contar con un material cuya composiciéon sea relativamente estable y
uniforme. A su vez, el gran volumen de los biodigestores permite que los lodos que se
generan no sufran mayores variaciones en su composicion frente a pequenas
modificaciones del entorno y/o el grado de alimentacion, demostrando que este tipo

de sistema de tratamiento posee una gran capacidad buffer.
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4.2. DETERMINACION DE LA BIODEGRADABILIDAD
DE IBUPROFENO.

Con el fin de evaluar la factibilidad de la aplicacion de los lodos biol6gicos
residuales provistos por la empresa SOLAMB S.R.L. para la eliminacion de
ibuprofeno en matrices acuosas, se procedi6 a la inoculaciéon de barro en una solucién
buffer fosfato salino (pH 7,0) preparada con la adicion de 5 ppm del mencionado
analgésico. En la Fig. 4 se observa la cuantificacion diaria, durante 96 h, de la
concentracion residual de ibuprofeno en la columna de agua, realizada mediante
espectroscopia de fluorescencia.

Como puede observarse, la concentracion del farmaco disminuyé un 34 + 2%
(p<0,05) en las primeras 24 h, sugiriendo una rapida eliminacién, aunque
incompleta, en las condiciones ensayadas. Resultados similares han sido reportado
por otros autores en experiencias analogas. En un estudio reciente, Aissaoui y col.
(2017) evaluaron la tasa de biodegradacion de ibuprofeno utilizando un consorcio
bacteriano sintético preparado a partir de bacterias aisladas de un compost
doméstico y de un lodo activado proveniente de una planta de tratamiento de aguas
residuales. Estos autores reportaron una tasa de eliminaciéon del formaco cercana al
23% en 24-48 h, en experiencias realizadas en medio minimo salino con la

incorporacién de 3 ppm de ibuprofeno como tnica fuente de carbono.
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Figura 4. Cinética de eliminacién de ibuprofeno (5 ppm) en una muestra de agua contaminada
artificialmente tratada con barro biolégico residual obtenido de una planta generadora de biogas.
*diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) respecto del valor de concentraciéon de ibuprofeno

a tiempo inicial.

Para explicar si la disminucién observada en la concentracion del fArmaco se
encuentra efectivamente relacionada con la accion de microorganismos
potencialmente degradadores presentes en el lodo bioldgico, descartando posibles
interacciones o efectos abioticos (i.e., adsorcidon) entre el ibuprofeno y la matriz
compleja del lodo, se evalud la actividad deshidrogenasa del barro en presencia de
ibuprofeno como fuente de carbono adicional.

Tal como se muestra en la Fig. 5, al inocular una suspensiéon de lodo con 5 ppm
de ibuprofeno se observé un aumento significativo en la actividad deshidrogenasa a
las 24 h de incubacién, indicativo de un incremento en la viabilidad celular.
La actividad de enzimas degradativas, como las deshidrogenasas bacterianas, es un
indice que suele utilizarse frecuentemente para describir la actividad microbiol6gica
durante la biorremediacion de sustancias toxicas y contaminantes ambientales
(Kumariy col., 2016).

Adicionalmente, este aumento en la actividad metabdlica de las bacterias del

barro fue similar al alcanzado, en igual periodo de tiempo, frente a la incorporacion
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de glucosa 1% (v/v), utilizada como control positivo de la inducciéon de actividad

deshidrogenasa.
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Viabilidad celuar (UA)

\Q
N

0,000
Control Lodo + Glu (1% v/v) Lodo +Ibu (5 ppm)

Figura 5. Incremento en la actividad deshidrogenasa de una suspensiéon de lodo a las 24 h de la
adicion de glucosa (Glu 1% v/v) o ibuprofeno (Ibu 5 ppm) como fuente de carbono organico adicional.

*diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) respecto del grupo control.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que en las muestras de barros biologicos
analizadas, existen microorganismos capaces de utilizar ibuprofeno como sustrato
metabolico para sus actividades celulares, sugiriendo la potencial aplicaciéon de estos
lodos residuales en protocolos de biorremediacion orientados a la eliminacién de este
reconocido contaminante emergente en matrices acuosas.

En este punto, es interesante remarcar que, a pesar de la relevancia ambiental del
ibuprofeno, las rutas metabolicas involucradas en la biodegradacidon aerobica y
anaerdbica de este farmaco ain permanecen desconocidas. Hasta el presente, existen
sblo algunos ejemplos de las reacciones enzimaticas potencialmente involucradas en
la biodegradaciéon bacteriana de ibuprofeno, aunque la mayoria han sido descriptas
para cepas puras aisladas de diferentes matrices ambientales (Almeida y col., 2013;

Murdoch & Hay, 2013; 2015; Marchlewicz y col., 2017b; Zur y col., 2018).
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Adicionalmente, algunos autores han sugerido que los organismos vivos pueden
transformar el ibuprofeno en intermediarios metabodlicos atin mas toxicos que el
compuesto parental (Kayani y col. 2009, Parolini y col., 2011; Marchlewicz y col.,
2017a; Zur y col., 2018). Sin embargo, éste no pareciera ser el caso frente a la acciéon
metabdlica del consorcio del barro en funcion de los valores de viabilidad alcanzados
en presencia de ibuprofeno, ya que éstos fueron similares a los obtenidos con glucosa,
un compuesto que es completamente metabolizado a CO- sin la generacion de
metabolitos toxicos. Esto podria estar relacionado a la acci6on sinérgica de los
distintos microorganismos que componen la microbiota del lodo, ya que al actuar en
forma acoplada, los productos de degradacion de un grupo de bacterias podrian ser
utilizados como sustrato metabdlico por otro grupo de microorganismos,
minimizando asi la liberacién de intermediarios de degradaciéon del ibuprofeno,

potencialmente toxicos.

4.3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA MICROBIOTA

CONSTITUYENTE DEL LODO RESIDUAL.

Con el fin de evaluar la presencia de bacterias con capacidad para degradar
contaminantes ambientales, que pueda explicar parcialmente la degradacién de
ibuprofeno demostrada en los apartados anteriores, se realiz6 un analisis
metagenémico de la poblacion bacteriana presente en el lodo crudo mediante
amplificacion y secuenciacion del gen ARNr 16S. Esta técnica es ampliamente
utilizada para la identificacion de cepas bacterianas y clasificacion filogenética, a
distintos niveles taxonomicos, particularmente en muestras o matrices complejas
(Simon & Daniel, 2011).

Como se puede apreciar en la Fig. 6 A, Firmicutes demostro ser el filo dominante
en el lodo residual proveniente de la planta de biogas, seguido por Synergistetes y
Proteobacteria (con mayoria de las subclases Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, y Epsilonproteobacteria). En forma consistente con estos
resultados, diversos estudios le han otorgado un rol importante en la degradacion de

xenobidticos, entre ellos hidrocarburos e ibuprofeno, a numerosas bacterias incluidas
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en la subclase Gammaproteobacteria (Kostka y col., 2011; Liu & Liu, 2013; Aissaoui y
col., 2017; Zur y col., 2018).

Por otro lado, en las muestras de lodo biol6gico analizadas también se
encontraron bacterias pertenecientes a los filos Bacteroidetes, Chloroflexi,
Spirochaetes, Tenericutes y Thermotogae (Fig. 6 A). En particular, es interesante
notar la presencia de un 4,5% de unidades taxonémicas operativas (OTUs, de sus
siglas en inglés: Operational Taxonomic Units) asignadas a un grupo de bacterias
denominado WWE1 (del inglés, Wastewater of Evry). Este singular grupo de
microorganismos no-cultivables fue descubierto por primera vez durante el analisis
molecular de la microbiota existente en un biodigestor mesofilico (35 + 0,5 °C)
anaerobico situado en la comuna francesa de Evry (Chouari y col., 2005), y desde
entonces, su presencia ha sido frecuentemente reportada en ecosistemas anaerobicos
(Limam y col., 2014; Sun y col., 2015). Sin embargo, el rol ecofisiol6gico del grupo
WWE1 en estos complejos sistemas microbianos ain permanece incierto.

Por su parte, la Fig. 6 B muestra la abundancia relativa porcentual (%) de los
ordenes bacterianos més representativos presentes en las muestras de lodos
biolégicos residuales provistas por la empresa SOLAMB S.R.L.. Como puede
evidenciarse, el grupo menos abundante correspondi6 al orden Deltaproteobacteria
(Desulfobacterales, Desulfovibrionales y Desulfomonadales), mientras que entre los
mas abundantes se hallaron bacterias correspondientes a los 6rdenes Clostridiales,
Bacteroidales y Synergistales. Tal como era de esperarse de acuerdo con el origen
anaerdbico-facultativo de las muestras analizadas (i.e., provenientes de una planta
generadora de biogas), todas las arqueobacterias encontradas en el lodo fueron
asignadas como pertenecientes al filo Euryarchaeota; principalmente bacterias
metanogénicas incluidas en los 6rdenes Methanomicrobiales y Metahnosarcinales
(Fig. 6).
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Notablemente, la microbiota hallada en las muestras de lodo analizadas en este
estudio mostraron una considerable similitud con otras comunidades microbianas
encontradas en ecosistemas contaminados crénicamente con hidrocarburos de
petroleo y otros xendbioticos ambientales. Por ejemplo, los 6rdenes Thermotogales,
Clostridiales, Desulfobacterales, Desulfuromonadales y Syntrophobacterales han
sido identificados en microbiomas de sedimentos con capacidad de degradar
hidrocarburos ligado a procesos de metanogénesis (Michas y col., 2017). Ademas, un
3,5% de las OTUs reportadas en las muestras de lodo analizadas en el presente
estudio correspondieron a microorganismos pertenecientes al orden
Pseudomonadales. Este importante grupo de Dbacterias facultativas es
particularmente interesante, ya que una gran cantidad de microorganismos
agrupados en este orden, tales como Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp., han
demostrado ser muy versatiles para la biodegradacion de numerosos y diversos
contaminantes ambientales, entre ellos hidrocarburos y analgésicos, y en particular
ibuprofeno (Jasmine & Mukherji, 2014; Liu, 2014; Mnif y col., 2011; 2015; Parthipan
y col., 2017; Aissaoui y col., 2017; Zur y col., 2018). M4as atin, en estudios recientes
llevados adelante por el Grupo de Biotecnologia de Materiales y Medioambiente
(Bio&TecMA, UCA-CONICET), Loureiro y col. (2018a,b) lograron aislar e identificar
-a partir de muestras de lodo analogas a las utilizadas en el presente trabajo
sometidas a diferentes protocolos de presion de seleccién- distintas cepas con
potencial para degradar diésel e ibuprofeno; destacandose la presencia de bacterias
pertenecientes al género Pseudomonas. Este grupo de microorganismos es
reconocido por su eficiente capacidad para degradar téxicos ambientales, y distintas
Pseudomonas han sido ampliamente utilizadas en protocolos de bioaumentacion
para la eliminacion de hidrocarburos y otros compuestos complejos, ya sea en forma
aislada o como parte de consorcios bacterianos mixtos (Das & Chandran, 2011; Mnif
y col., 2011; 2015; Obayori y col., 2009; Wasi y col., 2013).

Por lo tanto, como parte de los objetivos del presente trabajo de tesina se
continué con la profundizacion de los estudios orientados a la caracterizacion de la
capacidad degradativa de diésel comercial de tres cepas de Pseudomonas

(P. aeruginosa, P. stutzeriy P. mendocina) aisladas del lodo residual en estudio.

35



4.4. DETERMINACION DE LA BIODEGRADABILIDAD DE
HIDROCARBUROS DEL DIESEL COMERCIAL POR CEPAS DE
Pseudomonas sp. AISLADAS DEL LODO CRUDO.

4.4.1. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Se analizd6 la capacidad de tres especies de Pseudomonas (P. aeruginosa,
P. stutzeri y P. mendocina) aisladas del lodo residual para crecer a expensas de diésel
comercial como unica fuente de carbono. Para ello, se evalu6 la cinética de
crecimiento de las tres cepas en forma independiente al ser inoculadas en un medio
minimo salino (Bushnell-Haas) suplementado con diésel B1o (1% v/v) como tnico
nutriente organico, determinandose periédicamente la evolucion en la densidad
optica de los cultivos a 600 nm (D.O.600nm) durante 15 dias.

Como se muestra en la Fig. 7, se observo un incremento significativo en la D.O.s00onm
de los cultivos para las tres cepas estudiadas, indicativo de un aumento en el niimero
de células a expensas del diésel B10 como tnica fuente de carbono. Por lo tanto, estos
resultados sugieren que las tres cepas de Pseudomonas aisladas del lodo residual
podrian ser bacterias potencialmente degradadoras de hidrocarburos. Notablemente,
el perfil de crecimiento observado para P. aeruginosa y P. stutzeri mostrd ser mas
rapido y significativo que el observado para P. mendocina, sugiriendo una mejor
capacidad de asimilacion de diésel B1o para estas dos primeras cepas (Mnif et al.,
2015).

Por otro lado, el patrén de crecimiento observado para P. mendocina mostr6 una fase
lag de aproximadamente 4 dias y, a partir de alli, un crecimiento leve pero sostenido
hasta el final del periodo de ensayo (15 dias), en donde ain no se vio alcanzada su
fase estacionaria. Por lo tanto, este comportamiento permitiria a priori descartar una
insuficiente cantidad de nutrientes y/o potenciales cambios en el medio a lo largo del
periodo de incubacién que pudieran haber sido perjudiciales para las células,
afectando su supervivencia, tales como la acumulacién o liberacién de desechos

metabdlicos potencialmente toxicos.
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Figura 7. Perfil de crecimiento de las cepas seleccionadas, aisladas del lodo residual, en un medio

minimo salino (Bushnell-Haas) adicionado con diésel Bio 1% (v/v) como tnica fuente de carbono.

P. aeruginosa (4 ); P. stutzeri (A); P. mendocina (m); control negativo (®).

Para avanzar en la comprobacién de la hip6tesis acerca de que el crecimiento celular
observado en la Fig.7 se debe a un aumento en la actividad metabdlica de las cepas
estudiadas a expensas del catabolismo de los componentes del diésel comercial;
se aplico una metodologia colorimétrica que permite evaluar y cuantificar la
viabilidad de los microorganismos en presencia de distintas fuentes de carbono.
Estos experimentos se llevaron a cabo empleando un indicador redox, el cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), el cual se ha utilizado ampliamente para evaluar la
respiracion celular (Praveen-Kumar & Tarafdar, 2003). El TTC, en su forma oxidada,
es un compuesto incoloro que es reducido enzimaticamente a 1,3,5-trifenilformazan,
de color rojo, en presencia de microorganismos metaboélicamente activos, debido a la
accion enzimatica de las deshidrogenasas celulares (Kaczynska y col., 2015).
Por lo tanto, la cantidad de formazan generado y acumulado intracelularmente es
proporcional a la biomasa bacteriana, e indica que los microorganismos son capaces
de metabolizar las fuentes de carbono suministradas (Berridge y col., 2005).
La deteccion de formazan se realiza espectrofotométricamente, una vez lisadas las

células, midiendo la absorbancia del liquido sobrenadante en la region visible del
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espectro electromagnético a 485 nm (Praveen-Kumar & Tarafdar, 2003; Ghaly &

Mahmoud, 2006; Brown y col., 2013).
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Figura 8. (A) Cuantificacion de la actividad deshidrogenasa de cepas aisladas del lodo residual luego
de 15 dias de incubacién (37 °C, 150 r.p.m.) en medio minimo salino (Bushnell-Hass) suplementado
con diésel B10 1% (v/v) como tnica fuente de carbono. La coloracion roja de la células es indicativa de
una elevada actividad celular. (B) control negativo (sin inbéculo); (C) P. aeruginosa; (D) P. stutzert;

(E) P. mendocina.
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En la Fig. 8A se puede apreciar una induccion significativa de la actividad
deshidrogenasa para P. aeruginosa y P. stutzeri, luego de 15 dias de incubacion en
medio Bushnell-Haas (pH 7,0) suplementado con diésel B1o (1% v/v) como tnica
fuente de carbono. Notablemente, para ambas cepas, se pudo evidenciar un
importante nimero de células bacterianas metabolicamente activas (i.e., de color
rojo) adheridas superficialmente a la capa organica diésel (Fig. 8C y Fig. 8D).

Por el contrario, no se pudo cuantificar actividad deshidrogenasa (Fig. 8A) ni detectar
la presencia de células metabdlicamente activas en los cultivos de P. mendocina
(Fig. 8E). Sin embargo, si fue posible apreciar una turbidez significativa luego de 15
dias de incubacion en presencia de diésel comercial como tinica fuente de carbono, en
comparacion a lo observado para el grupo control (Fig. 8B). Este resultado es
consistente con las mediciones de D.O.s00nm reportadas en la Fig. 7 para esta bacteria.
La falta de coloracion en las células de P. mendocina puede deberse a una inhabilidad
de estas bacterias para utilizar el TTC como aceptor de electrones, ya que los
microorganismos poseen distintas deshidrogenasas con diferente capacidad para
reducir el TTC (Praveen-Kumar & Tarafdar, 2003). Ademas, se ha demostrado que la
induccién de enzimas degradativas durante la biodegradacion de combustibles
depende de la composiciéon del mismo y puede verse afectada por los subproductos de
degradacion que se generan durante el catabolismo microbiano (Kumari y col., 2016).
Por otro lado, se necesitan condiciones 6ptimas de cultivo para que las bacterias
puedan reducir eficientemente el TTC a formazan. Por lo tanto, en condiciones de
estrés nutricional, como pareceria ser el caso para P. mendocina, podria producirse
una reducciéon incompleta del colorante (Brown y col., 2013; Ghaly & Mahmoud,
2006).

En conclusion, los diferentes patrones de crecimiento observados para las tres cepas
analizadas, junto a las diferencias encontradas en la induccion de la actividad
degradativa, demuestran capacidades diferenciales de las Pseudomonas aisladas del
lodo residual para adaptarse y utilizar diésel B10 como unica fuente de carbono y

energia.
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4.4.3. ESTUDIOS DE BIODEGRADACION.

Con el fin de demostrar que el incremento en la viabilidad celular y en la actividad
enzimatica de las distintas Pseudomonas aisladas del lodo residual se encuentran
relacionadas con la efectiva biodegradacion de hidrocarburos presentes en el diésel
comercial, se cuantificé la concentracion de los componentes mayoritarios del diésel
B10 mediante cromatografia gaseosa (CG-FID) frente al contacto con las cepas en
estudio. Para ello, se realizaron extracciones con n-hexano del contenido total de
diferentes sistemas conteniendo medio Bushnell-Haas (pH 7,0), diésel B10 1% (v/v),
y 100 pL de una suspension celular de cada Pseudomonas, en forma individual, como
inoculo. También se realizaron controles para evidenciar potenciales cambios en la
concentracion de los hidrocarburos a causa de factores abiéticos (es decir, no
asociados a la accion bacteriana), mediante la inoculaciéon de diésel B1o 1% (v/v) en
medio Bushnell-Haas estéril.
La Fig. 9A muestra un cromatograma obtenido de un sistema control luego de
21 dias de incubacidn, sin tratamiento biol6gico. Como era de esperarse, se aprecia
un cromatograma tipico de una muestra de diésel comercial constituido
principalmente por n-alcanos de entre 11 a 22 4tomos de carbonos (Ci:-Cz2).
El diésel comercial es una fraccion especifica obtenida a partir de la destilacion del
petroleo crudo, compuesto principalmente por parafinas (iso- y ciclo-parafinas) y, en
menor medida, compuestos olefinicos. Ademas, puede contener hasta un 25% de
hidrocarburos aromaticos, incluidos naftalenos y alquilbencenos (Wang & Shao,
2013). En Argentina, desde el 2006, el diésel comercial debe contener un 10% de
biodiésel (diésel B10) (Resolucion N°1283/06 Art. 7°, Secretaria de Energia,
Argentina). El biodiésel es una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME,
por sus siglas en inglés: Fatty Acids Methyl Esters) que se obtienen a partir de la
transesterificacion de lipidos naturales obtenidos de aceites vegetales o grasas
animales. Este biocombustible se aplica en la preparacion de sustitutos totales o
parciales del petrodiésel (i.e., diésel). Como sustituto total se denomina diésel B10o0,
mientras que otras denominaciones como B5, B1o 6 B20 hacen referencia a la
proporciéon o porcentaje (%) de biodiésel en la mezcla (Thomas y col., 2019).
En varios paises latinoamericanos (Argentina, Brasil, Chile, Colombia y Pera), como
asi también en Australia y en los Estados Unidos, los niveles de FAME en el diésel
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comercial estan regulados por ley, pudiendo variar entre un 5-20% conforme a la
legislacion de cada pais. En la Tabla II, se detalla la identificacion de algunos de los
componentes mayoritarios del diésel B10 utilizado en el presente estudio, nombrados
A-O en la Fig 9A, que fueron asignados mediante el analisis comparativo de los
perfiles cromatograficos obtenidos, en iguales condiciones, tanto para el diésel
comercial como para soluciones estandares puras de cada compuesto. En particular,
se destaca la presencia de cuatro compuestos (nombrados J, L, My N en la Tabla II y
en la Fig 9C) que corresponden a la fraccion biodiésel del combustible Bio.
En general, en nuestro pais, estos FAME son producidos a partir del aceite de soja

(Prince y col., 2008).

Tabla II. Identificacién de algunos de los componentes mayoritarios del diésel comercial (diésel B10)

utilizado en el presente estudio.

pgt‘;‘(‘)‘}l’l‘;i‘:fltizzs Fraccién biodiésel
(C11-C22) Qeauils)
n-undecano metil-palmitato
n-dodecano no identificado

n-tridecano metil-oleato

z|2 ||~

n-tetradecano no identificado

n-pentadecano

n-hexadecano

n-heptadecano

n-octadecano

n-nonadecano

no identificado

CQIRI"IZ| @R =T Q= »

no identificado

Por otro lado, en la Fig. 9B se muestra -a modo de ejemplo- un cromatograma
obtenido para uno de los sistemas inoculados con P. stutzeri aislada del lodo residual,

e incubado durante 21 dias en las mismas condiciones que el grupo control (Fig. 9A).
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Como puede observarse, la presencia de esta bacteria caus6é una disminuciéon
significativa en las areas de la mayoria de los componentes principales del diésel B1o,
tanto de los hidrocarburos alifaticos (Cu-C22) como de la fraccion FAME,
correspondiente al biodiésel (Fig. 9B).

En la Fig. 10 se muestran las tasas de biodegradacion porcentual, calculada en forma
independiente para la fraccion petroquimica y FAME del diésel comercial, obtenidas
para las tres Pseudomonas analizadas. Como puede observarse, las dos cepas mas
eficientes para la remocion de diésel Bio fueron P. stutzeri y P. aeruginosa,
arrojando valores de EB (%) de 53 + 2% y 42 + 5% para la fraccion petroquimica

(hidrocarburos Ci:-C22), y méas de un 75% para la fraccion FAME, respectivamente.
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Figure 10. Eficiencia de biodegradacion (%) de la fraccidon petroquimica (hidrocarburos C,;-Cs,) v la
fraccibn FAME del diésel comercial por las diferentes cepas de Pseudomonas sp. aisladas del lodo
residual, luego de 15 dias de incubaciéon en medio minimo salino (Bushnell-Hass) suplementado con
diésel B1o 1% (v/v) como tnica fuente de carbono. Distintas letras mindsculas indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) en los % de degradacién de la fraccibn FAME para cada cepa,
mientras que las letras maytsculas indican diferencias estadisticamente significativas en los % de

degradacion para los alcanos de cadena media (hidrocarburos C,;-Cs.).
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Por el contrario, P. mendocina mostr6 una eficiencia de biodegradaciéon para ambas
fracciones menor al 10% (Fig. 10), sugiriendo que en las condiciones ensayadas, esta
bacteria es menos apta que P. aeruginosa y P. stutzeri para la biodegradacion de
diésel B10o. Estos resultados son consistentes con la baja tasa de crecimiento y
actividad deshidrogenasa reportada para P. mendocina en el apartado anterior (Fig. 7
y Fig. 8, respectivamente), y podrian estar relacionados con su menor capacidad para
producir biosurfactantes (Loureiro y col., 2018a,b), lo cual limitaria la habilidad de

P. mendocina para asimilar compuestos de caracter hidrofobico.
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5. CONCLUSIONES



Los resultados obtenidos en los ensayos orientados a la eliminacion de
ibuprofeno permitieron concluir que, en las muestras de barro analizadas, existen
microorganismos capaces de utilizar este contaminante como fuente de energia para
sus actividades metabdlicas. Adicionalmente, se demostré que parte de la microbiota
hallada en las muestras de lodo crudo es coherente con lo reportado en otros estudios
sobre comunidades microbianas que poseen un importante rol en la degradacion de
xenobidticos.

Por su parte, los estudios realizados con bacterias aisladas del lodo residual
mostraron diferencias en la tasa de degradacion para la fraccion petroquimica
(hidrocarburos Cii-C22) y bio- (compuestos FAME) del diésel comercial, lo cual
demuestra la existencia de distintas respuestas metabdlicas entre las Pseudomonas
analizadas. Asociado a esto, se demostré que la eficiencia en la biodegradaciéon del
diésel B1o por parte de las tres cepas estudiadas estuvo asociada con la induccién de
la actividad de enzimas degradativas (deshidrogenasas bacterianas).

En conclusion, los resultados alcanzados en este trabajo de tesina dejan en claro
la importancia de continuar estudiando esta interesante biomasa residual, poco
explorada y valorada, para su aplicacion en la reduccion del dano ecolégico causado

por la liberacion de contaminantes de alto impacto ambiental.
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