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La biorremediacién microbiana surge como una tecnologia ecolégicamente amigable y
costo-efectiva para el tratamiento de Ia contaminacion ambiental. Tradicionalmente la
busqueda de microorganismos con potencial en biorremediacidn se ha basado en la seleccién
de cepas aisladas capaces de remover un contaminante especifico. Sin embargo, esta
estrategia ha tendido a ser reemplazada en los dltimos afios por la bisqueda de cultivos
microbianos eficientes para remediar mezclas de compuestos toxicos de diferente naturaleza,
considerando que la contaminacién mixta es una realidad global.

El Cr(Vl) y el fenol constituyen un ejemplo de contaminantes comunmente
encontrados en efluentes industriales de nuestro pais y que han sido detectados
conjuntamente en numerosas fuentes de agua naturales. Con el objetivo de seleccionar
microorganismos capaces de remover simultdneamente ambos tdxicos, en esta tesis doctoral
se aisld el cultivo mixto SFC 500-1, compuesto por dos cepas que se identificaron como
Acinetobacter guillouiae SFC 500-1A y Bacillus sp. SFC 500-1E. Dicho cultivo mixto redujo Cr(VI)
a Cr(il) hasta 35 mg/l y degradé fenol hasta 1000 mg/l. Ademds, fue capaz de remover
simultdneamente esos compuestos en un amplio rango de pH y temperaturas y en diferentes
medios de cultivo, inclusive en un efluente de curtiembre. Se demostré que el cultivo mixto co-
remedié hasta 23 mg/l de Cr(VI} y 750 mg/I de fenol en 120 horas, bajo condiciones 6ptimas de
operacion que consistieron en un medio nutritivo de pH 7, 200 rpm de agitacién y 30°C.

El escalado del proceso en un reactor de tanque agitado de 5 litros requirié reajustar
las condiciones de operacién para lograr la misma capacidad de remocién que en Erlenmeyers,
aunque en tiempos mas prolongados. Por otra parte, la inmovilizacién de las bacterias en una
matriz de alginato de calcio resulté una estrategia util para incrementar la eficiencia de
remocion simuitdnea, incluso de concentraciones de los contaminantes que las células libres
fueron incapaces de tolerar. La posibilidad de reutilizacién del cultivo mixto inmovilizado
durante 5 ciclos consecutivos de remocidn, asi como su estabilidad durante el almacenamiento
a 4°C constituyeron otras de sus importantes ventajas.

La implicancia de cada cepa en la detoxificacion de los contaminantes se evalud
empleando ensayos de remocién y técnicas bioquimicas y moleculares. De esta manera se
determind que ambas bacterias reducirian Cr(V1) con diferente potencial, mediante cromato
reductasas intracelulares dependientes de NADH. La localizacion de esas enzimas y su
expresién en presencia de Cr{Vl) y fenol varié de acuerdo a la cepa. Ademas, en Bacillus sp. se
detectaron codificantes genéticos de bombas de expulsibn de cromato tipo ChrA,
posiblemente implicadas en su tolerancia al metal.

Por otro lado, se demostré que aunque ambas bacterias pueden crecer en presencia

de elevadas concentraciones de fenol, sélo A. guillouiae posee la maquinaria enzimatica capaz
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de degradarlo a través de la orto-oxidacion del anillo aromatico y asimilar los productos
formados via ciclo de Krebs y del glioxilato. La tolerancia de esta cepa al compuesto se asocié
con una reestructuracion lipidica de sus membranas y 1a activacién de mecanismos de defensa
antioxidante. Tales procesos de respuesta al estrés se potenciaron en presencia de ambos
contaminantes, ya que la reducciéon de Cr(VI) a Cr(lll), posiblemente catalizada por una
ferredoxin NADP reductasa, causaria dafio oxidativo y alteracién de estructuras esenciales para
el funcionamiento celular.

En conclusidn, en esta tesis doctoral se demostré la eficiencia de remocion simultanea
de Cr(VI) y fenol del cultivo mixto SFC 500-1 bajo diferentes condiciones de operacién, y se
aportaron nuevos conocimientos para dilucidar los mecanismos de detoxificacién de las cepas
que lo componen. Esos resultados permiten proponer al cultivo mixto SFC 500-1 como un
sistema bioldgico adecuado para ser aplicado en el tratamiento de soluciones o efluentes

contaminados con Cr(VI) y fenoi, ya sea en condiciones libres o inmovilizadas.
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Bioremediation has emerged as an eco-friendly and cost-effective technology for the
treatment of environmental pollution. Traditionally, searching for microorganisms with
bioremediation potential has been based on selection of isolated strains able to remove a
specific pollutant. However, this strategy is being replaced nowadays by the searching of
native bacterial cultures efficient to remediate mixtures of toxic compounds, considering that
co-pollution is a global problem.

Cr(V1) and phenol are pollutants commonly found in argentinean industrial effluents,
which have been detected in many aquatic natural sources. With the aim of selecting
microorganisms able to simultaneously remove these toxics, in this doctoral thesis the mixed
culture SFC 500-1 was isolated. It was composed by two different strains, identified as
Acinetobacter guillouiae SFC 500-1A and Bacillus sp. SFC 500-1E. Such mixed culture reduced
Cr{V1) to Cr{ill) up to 35 mg/l and degraded phenol up to 1000 mg/l. It was also capable of
simultaneously remove these compounds in a broad range of pH, temperature and different
culture media, even in a tannery effluent. It was demonstrated that mixed culture co-
remediated Cr{Vl) up to 23 mg/l and phenol up to 750 mg/! in 120 hours under optimal
operational conditions {nutritive medium, pH 7, 200 rpm of agitation and 30 °C).

For increasing the work volume to a stirred tank reactor (5 liters) it was necessary to
reset operational conditions. However, under optimal circumstances, removal in a pilot scale
was slower than in Erlenmeyer flasks.

On the other hand, bacterial immobilization in a Ca-alginate matrix resulted to be a
useful strategy to increase the simultaneous removal efficiency regarding to free cells. Other
important advantages of immobilized bacteria were their reusability along 5 consecutive
removal cycles, as well as their stability during storage at 4 °C.

The involvement of each strain in detoxification of contaminants was evaluated using
removal assays and molecular and biochemical techniques. It was determined that both
bacteria would reduce Cr(Vi) with different potential, employing NADH-dependent
intracellular chromate reductases. The location of these enzymes and their expression in
presence of Cr(VI) and phenol varied according the strain. Moreover, Bacillus sp. would contain
genetic codifiers of extrusion pumps like ChrA, possibly implied in Cr(Vi) tolerance.

Furthermore it was demonstrated that both bacteria grew in the presence of high
concentrations of phenol, but only A. guillouiae contains the enzymatic machinery to degrade
this compound through ortho-oxidation, and assimilation via Krebs and glyoxylate cycle. In this
strain, phenol tolerance was associated with the lipid restructuring of cell membranes and
activation of antioxidant mechanisms. Such responses to stress increased in the presence of

both pollutants, due to intracellular reduction of Cr{Vl) to Cr(lll}, possibly catalyzed by a

v
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ferredoxin NADP-reductase, which usually causes oxidative damage and disruption of cellular
structures.

in conclusion, in this doctoral thesis the capability of mixed culture SFC 500-1 for
simultaneously removal of Cr(Vl) and phenol, under different operational conditions was
demonstrated and new knowledge was provided to clarify the detoxification mechanisms of its
component strains. These results allow us to propose the mixed culture SFC 500-1 as a
biological suitable system to be applied for the treatment of effluents or solutions polluted

with Cr(V1) and phenol, both in free or immobilized conditions.

vi
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1.1.Contaminacion ambiental

Toda sustancia no deseada que es introducida en el medioambiente se considera
contaminante, mas aln si genera algun tipo de riesgo ecolégico o dafio en la salud humana
(Marcano vy col., 2003). Si bien los contaminantes ambientales pueden provenir de procesos
naturales, tales como la actividad volcanica o geotérmica, el crecimiento poblacional y el
desarrollo industrial han constituido los principales causales de contaminacién en los tltimos
siglos (Megharajy col., 2011).

Se estima que a lo largo de la historia de la humanidad, se han sintetizado mas de 6
millones de compuestos quimicos, la mayoria de ellos durante el siglo XX (Alloway y Ayres,
1993). Actualmente, alrededor de 1000 nuevos quimicos son producidos cada afio, y mds de
250.000 estdn disponibles comercialmente (CAS, 2011). Si bien el desarrollo de estos
compuestos ha jugado un rol preponderante en el mejoramiento de la calidad de vida y el
crecimiento econdmico global, no hay que perder de vista los efectos nocivos que traen como
consecuencia su produccion, comercializacién y consumo. Esta situacidn se agrava si se
considera que una tendencia creciente durante las ultimas décadas es trasladar los procesos
productivos a paises en desarrollo, con limitada capacidad para gestionar los impactos
ambientales que los mismos generan. La mezcla de los desechos industriales con los
municipales es otro grave problema en estos paises, que exponen a la poblacién a
combinaciones de sustancias peligrosas que no son eficientemente tratadas (Osibanjo y col.,
2012).

El incremento en el dafio ambiental, asi como el interés por un desarrollo sustentable,
han provocado una creciente preocupacion social por la preservacion del medioambiente,
como asi también por la recuperacién de dreas afectadas tras siglos de practicas incorrectas.
Debido a ello, durante las Gltimas décadas se ha logrado un importante avance en la creacién e
implementacién de politicas publicas a nivel global para combatir el deterioro
medioambiental. En este contexto, los avances cientificos han sido cruciales a la hora de
desarrollar nuevas tecnologias para el tratamiento de desechos quimicos de diversa naturaleza

(Michel-Guillou y Moser, 2006).

1.2. Clasificacién de los contaminantes ambientales

De acuerdo a su naturaleza fisico-quimica los contaminantes ambientales se pueden
separar en dos grandes grupos, los compuestos inorgdnicos y organicos. Los compuestos
inorgédnicos se clasifican en metales, metaloides y radionucleidos. Entre ellos, los metales

revisten especial importancia debido a su amplia distribucién en la naturaleza y su potencial
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peligro para los organismos. Algunos metales como hierro, cobre, zinc, cobalto o niquel son
micronutrientes esenciales para el desarrollo de una gran variedad de actividades celulares.
Sin embargo, por encima de ciertas concentraciones éstos pueden ser perjudiciales para los
seres vivos y se consideran contaminantes. Ademas, iones de otros metales como cromo,
cadmio, plomo y mercurio suelen ser disruptivos para las funciones bioldgicas en
concentraciones mucho mas bajas que los anteriores (Gasic y Korban, 2006).

Los metales plomo, cromo, cadmio y mercurio junto con el metaloide arsénico
conforman un grupo especial de compuestos quimicos llamados metales pesados. La principal
caracteristica fisico-quimica que comparten dichos metales pesados es su densidad superior a
5 g/cm’. Ademds, desde un punto de vista ecoldgico, todos ellos presentan elevada toxicidad y
capacidad para acumularse en la cadena alimenticia (Srivastava y Goyal, 2010). La
contaminacién con metales pesados es un serio problema asociado al incremento en
actividades antropogénicas que involucran su extraccién, produccién y aplicacién en diversos
procesos.

Como se puede observar en la figura 1, una investigacion realizada por la Agencia de
Proteccidn medioambiental de los Estados Unidos (US EPA) determiné que los sitios
declarados en emergencia debido a su grado de contaminacién se encuentran afectados
principalmente por metales pesados. Uno de los mas frecuentemente encontrados es el cromo

(Cr), en su forma hexavalente [Cr(VI)].
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Figura 1: Principales contaminantes detectados en sitios prioritarios
enumerados por la US EPA debido a su grado de polucion. Un sitio puede
contener mas de uno de esos compuestos. (Extraida de Dhal y col., 2013).
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Por otro lado, los desarrollos industriales y urbanos sumados a las practicas agricolas
modernas han provocado un incremento en la contaminacién por sustancias de naturaleza
organica, muchas de ellas de origen sintético, que se conocen como xenobiéticos. Entre esos
compuestos organicos se puede mencionar a los hidrocarburos (alifaticos, monoaromaticos o
policiclicos), compuestos halogenados, nitroaromaticos, organofosforados, solventes y
pesticidas (Megharaj y col., 2011). La peligrosidad de estos compuestos radica en su toxicidad
y potencial de bioacumulacién en tejido graso debido a su hidrofobicidad. Asimismo, la
mayoria de los contaminantes organicos sintéticos son extremadamente resistentes a
procesos de degradacién natural, caracteristica que los hace muy persistentes en la naturaleza.
El proceso de biomagnificacion hace que estos compuestos resulten mds nocivos para los
organismos superiores, como el hombre, que para aquellos pertenecientes a niveles tréficos
mas bajos (McGuinness y Dowling, 2009).

En la figura 2 se indican algunos de los contaminantes orgdnicos mas importantes que
pueden ser encontrados en la bidsfera. Entre ellos, los compuestos aromaticos liberados
principalmente a partir de la actividad petrolera y la industria quimica constituyen el grupo

mas numeroso.

Contaminantes organicos

Figura 2: Clasificacion de los contaminantes organicos segun su estructura quimica.
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1.3. El metal pesado cromo

El cromo (Cr), como se ha mencionado previamente, es uno de los metales pesados
mas frecuentemente empleados en diferentes actividades industriales y se encuentra
clasificado entre los mas peligrosos para los seres vivos (Chrysochoou y Jhonston, 2012). En la
naturaleza sélo se encuentra en forma combinada, fuertemente unido a diferentes minerales.
La especie mds importante desde un punto de vista econémico es la cromita (FeOCr,0), la
cual contiene en condiciones ideales, alrededor de un 46% de Cr (US EPA, 1984). Si bien este
metal presenta nueve estados de oxidacion, las especies Cr{lll} y Cr(VI) son las mas estables y,
por lo tanto, mds significativas en el medioambiente (Emsley, 1989).

La forma trivalente, Cr(ill), es la mas abundante en la naturaleza y menos téxica, ya
que forma Oxidos insolubles, hidréxidos y sulfatos, que en general no atraviesan las
membranas celulares y tienden a complejarse con sustancias organicas y precipitar (Cervantes
y col., 2006). Esta especie es utilizada comunmente como fijador de pigmentos y catalizador en
la industria del cuero, fabricacion de ladrillos refractarios, ceramica y pinturas
(http://www.npi.gov.ay; Sinha y col., 2002).

La forma hexavalente, Cr(VIl), es alrededor de 1.000 veces mds téxica que la trivalente
(Cervantes, 1991), y corresponde a la segunda forma mas estable del metal, es un fuerte
agente oxidante, que predomina en medio acido formando cromato y dicromato (Lai y Lo,
2008). Estos compuestos de Cr(VI) ingresan al ambiente mayormente a través de procesos
industriales, tales como la galvanoplastia y metalurgia, fabricacién de acero y cemento,
curtido, produccién textil, de pigmentos y automotriz y conservacién de la madera, entre otros
(Thacker y col., 2006). La peligrosidad del Cr(VIl} radica en su elevada solubilidad; esta
propiedad hace que el metal liberado a partir de efluentes industriales pueda contaminar
rapidamente fuentes de agua superficiales y subterraneas y afectar organismos de diferentes
niveles ecoldgicos. La elevada solubilidad del Cr(VI} facilita también su ingreso a la célula,
induciendo estrés oxidativo y dafio sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos. De acuerdo con
la US EPA, el Cr(V!) se encuentra dentro de los 17 quimicos mds peligrosos para el hombre,
debido a su carcinogenicidad, mutagenicidad y teratogénesis, por inhalacidn, contacto o
ingestion (Thacker y col., 2006).

Con el fin de reducir los niveles de Cr(Vl) en el ambiente, diversos Organismos
Regulatorios nacionales e internacionales han establecido limites méximos aceptables del
metal. En Argentina, por ejemplo, se permite una concentracién maxima de 2 mg/I de Cr total
para vertidos de establecimientos industriales, reduciéndose dicho valor a 0,2 mg/| para Cr(Vl).

Para aguas de bebida, por otro fado, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) indica un maximo
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permisible de 0,5 mg/l de Cr total y 0,05 mg/I de Cr(VI). M3s alla de ello, la concentracién de
este metal en aguas de uso industrial y de consumo, supera muchas veces los limites
establecidos por la regulacion vigente. Esta realidad plantea la necesidad de emplear diversas
tecnologias para el tratamiento de efluentes contaminados descargados en el ambiente y para

el saneamiento de sitios que se encuentren contaminados de forma crénica con el metal.

1.4.El fenol como compuesto aromatico modelo

Los fenoles son un grupo importante de compuestos aromaticos, que se encuentran
ubicados en el puesto once de una lista de 126 contaminantes prioritarios publicada por la US
EPA (Nayak y Singh, 2007). El fenol, también llamado acido carbélico o hidroxibenceno, es uno
de los miembros mads representativos de este grupo (figura 3). Presenta un grupo hidroxilo
como sustituyente del primer carbono en su anillo bencénico, que actia como acido débil
altamente oxidable, soluble en numerosos compuestos organicos pero con limitada solubilidad

en agua a temperatura ambiente.

OH oH OH oH

ar cl cl NO, ON NO;
¢ (+]
| NO, NO,

| Fenoles halogenados I OH Nitrofenoles

CeHg0

Alguilfenoles Polifenoles

Figura 3: Estructura quimica del fenol y algunos de sus derivados.

En la naturaleza, el fenol puede ser producido a partir de la descomposicién de materia
organica, combustion de la madera, estiércol o alquitran de hulla. La extraccién de
combustibles fésiles y ciertos procesos quimicos son actividades humanas responsables de la

generacioén de fenoles (Busca y col., 2008). Su principal aplicacién industrial es en la sintesis de
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resinas, como baquelita. También puede ser convertido en xileno, alquilfenoles, clorofenoles,
anilinas y otros intermediarios secundarios en la produccién de surfactantes, fertilizantes y
agroquimicos, explosivos, pinturas, en la industria textil, del caucho y antioxidantes (Basha y
col., 2010).

El efecto adverso de los compuestos fendlicos sobre los seres vivos se debe al dafio
que generan sobre la membrana plasmatica, por alteracién en la estructura lipidica e induccién
de estrés oxidativo. Su peligrosidad para el medioambiente se asocia a su elevada toxicidad
atn a bajas concentraciones, y a su persistencia, pudiendo causar la muerte en casos de
exposicién extrema (Yang y Lee, 2007).

El vertido de aguas residuales contaminadas con fenol y sus derivados sin tratar o
sometidos a un tratamiento deficiente puede provocar serios impactos sobre los ecosistemas
acudticos y la salud humana. En muchos paises, entre ellos Argentina, los procesos de
potabilizacién de agua empleados no permiten la eliminacién de fenoles. Por el contrario, se
adiciona cloro, generdndose compuestos fenilpoliclorados, que se encuentran entre los
derivados fendlicos halogenados mas téxicos {Bravo y col., 1998; Michatowicz y Duda, 2007).

Esta situacién demuestra la necesidad de limitar los vertidos de aguas residuales,
reducir la concentracion permitida de estos compuestos en fuentes hidricas y disponer de
adecuados procesos de tratamiento. En este sentido, existe una diversidad de
reglamentaciones nacionales e internacionales que definen los limites permitidos de fenoles
en los efluentes industriales. En particular, la US EPA determina que el nivel de fenol en aguas
residuales no debe exceder 0,17 mg/! (Bhattacharya y col., 2014) mientras que en Argentina, la
ley de vertido de residuos industriales (Ley 24.051, anexo II} establece un nivel guia de fenol
y/o fenoles totales de 1 pg/l para agua dulce superficial y agua de consumo humano
(www.cecopal.org). Sin embargo, mas alld de los esfuerzos por restringir el uso y eliminacién
desmedidos de estas sustancias al medioambiente, existen reportes internacionales que
informan sobre la presencia de fenol y sus derivados en elevadas concentraciones, en
diferentes efluentes industriales y cursos de agua naturales {Petroutsos y col., 2008). Nuestro
pais no estd exento de esa problematica, ya que se han detectado concentraciones de fenol
que superan ampliamente los limites permitidos en diferentes fuentes hidricas, no sélo de uso
industrial sino también de consumo humano (http://www.holistica2000.com.ar; Paisio y col.,

2012).
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1.5. Contaminacién mixta por Cr(VI) y fenoles

El grado de contaminacion ambiental y su alcance han cambiado en los Gltimos afios. Ello

se debe a diversos factores, pero probablemente uno de los mas destacados hace referencia a
fa dispersion de contaminantes de diferente naturaleza desde sus sitios de
produccion/liberacion hacia dreas remotas. Un claro ejemplo es la deteccién de contaminantes
orgdnicos persistentes, como muchos pesticidas, combinados con metales pesados en aguas
antarticas (Bargagli, 2008).
La coexistencia de compuestos téxicos organicos e inorgdnicos en un mismo ambiente altera
su comportamiento individual y exacerba su eco-toxicidad, debido a efectos de interaccion
(Cheng y col., 2015). Por ejemplo, se conoce que la presencia de metales pesados en el suelo
reduce la adsorcién de lindano, favoreciendo su drenado vy lixiviacién (Guo y col., 2015). Esta
situacién permite comprender por qué los sitios mas problematicos en el mundo debido a su
grado de polucion se encuentran co-contaminados con metales y xenobidticos. La
contaminacién mixta ademds afecta seriamente la posibilidad de saneamiento, considerando
que las tecnologias desarrolladas para el tratamiento de contaminantes orgdnicos no
necesariamente son adecuadas para la remediacién de sustancias inorganicas y viceversa
(Sandrin y Maier, 2003).

En ese sentido, la contaminacién mixta puede ocurrir por la combinacién de diversos
efluentes industriales en un receptor comun, o bien por el vertido simultdneo de sustancias
toxicas a partir de una actividad industrial especifica. En el ultimo caso, la presencia de Cr(VI) y
compuestos fendlicos en aguas residuales de diversas industrias, es una situaciéon ampliamente
reconocida. El tratamiento de maderas, refinado de petréleo, curtido y metalurgia son algunas
de las actividades industriales responsables del vertido de estos compuestos entre sus
residuos de produccién (Liu y col., 2008).

En nuestro pais existen diversos informes que indican la presencia combinada de metales
y compuestos orgénicos en rios o sus afluentes. Puede citarse, por ejemplo, la cuenca del rio
Bermejo, donde se detect6 contaminacion por residuos provenientes de petroleras de la zona
y el rio de La Plata, donde la presencia de Cr, plomo y compuestos fendlicos, provenientes de
fuentes urbanas e industriales inadecuadamente controladas, constituyen un peligro para la
poblacién (http// www.cicplata.org). Por su parte, Castafié y col. (2006) informaron
concentraciones de metales pesados (cromo, cobre, plomo, arsénico) y fenoles superiores a las
permitidas, en las aguas del Rio Reconquista.

Asimismo, una de las principales fuentes de contaminacién mixta por Cr y fenol son las

curtiembres. En ese sentido, se han detectado elevados niveles de esos contaminantes en
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fuentes de agua de consumo humano de la regién centro-norte de nuestro pais
(http//www.greenpeace.org.ar: Campafia Riachuelo 2012, http//www.cicplata.org). La
problematica de la contaminacidn ocasionada por curtiembres, se asocia al empleo de
compuestos toxicos durante las diferentes etapas del curtido, siendo los méas peligrosos el
Cr{ll) con la posible oxidacion a Cr(V!) durante el curtido propiamente dicho, y sustancias
quimicas como pigmentos, productos fluorados, polimeros, fenoles, ésteres de ftalato,
desengrasantes como el percloroetileno y tricloroetileno, empleados en los tratamientos

posteriores, como tefido, re- curtido o desengrasado (Forcillo, 2002).

1.6. Estrategias para el tratamiento de aguas residuales y saneamiento ambiental

La atenuacién natural hace referencia a todos aquellos procesos fisico-quimicos o
biolégicos que ocurren espontdneamente y favorecen la remediacién de ambientes
contaminados. El problema de estos procesos naturales es que son lentos y por lo tanto,
incapaces de contrarrestar la contaminacién generada por la actividad humana al ritmo en que
ésta se desarrolla en la actualidad (Dua y col.,, 2002). Por ello, y mas aun en casos de
contaminacién extrema (vertidos, derrames accidentales, etc.), se emplean métodos
alternativos para tratar de reducir la concentracién de los contaminantes.

De acuerdo a lo establecido por la US EPA (2000), una tecnologia de tratamiento
implica cualquier operacién unitaria o serie de operaciones que alteren la composicidon de una
sustancia peligrosa o contaminante, a través de acciones fisicas, quimicas o bioldgicas, de
manera que se reduzca la toxicidad, movilidad o volumen del material contaminando (Volke
Sepllveda y Velasco Trejo, 2004). Las metodologias de remediacién pueden clasificarse dentro

de dos grandes grupos, las fisico-quimicas y las bioldgicas.

1.6.1. Tecnologias fisico-quimicas de remediacion

Estas tecnologias son las mds antiguas y han sido tradicionalmente utilizadas. Pueden
aplicarse in situ o ex situ, y consisten en destruir, separar o contener el compuesto a tratar, de
acuerdo a sus propiedades fisicas y quimicas y el medio en el que se encuentre. Las principales
metodologias fisico-quimicas empleadas para la decontaminaciéon de metales pesados se
basan en procesos de Oxido-reduccidn, precipitacién quimica, filtracion, tratamientos
electroquimicos, evaporacidn, intercambio iénico y 6smosis inversa (Malik, 2004). En el caso
de los contaminantes organicos, se aplican procedimientos como extraccion por solventes,
oxidacién quimica, incineracién, fotocatalisis, ultrasonido y estabilizacién con aditivos

inmovilizantes, entre otros {Atterby y col., 2002; Wessels Perelo, 2010). A pesar de que estas
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metodologias se han utilizado durante varias décadas para el tratamiento de grandes
extensiones de dreas contaminadas, presentan serias desventajas, como su reducido costo-
efectividad y la toxicidad de varios de los reactivos empleados o bien de los productos
secundarios formados en ciertos procesos. Estas desventajas pueden ser mds pronunciadas y
los costos se agravan en el caso de aguas subterraneas contaminadas, desechos de mineria y
otras aguas residuales industriales, cuando los efluentes son voluminosos y contienen
combinacién de metales pesados y sustancias organicas (Malik, 2004; McGuinness y Dowling,
2009).

Las desventajas de estos sistemas han planteado la necesidad de encontrar
metodologias alternativas para el tratamiento de contaminantes. Por lo tanto, en las ultimas
décadas, se ha incrementado significativamente el estudio de tecnologias biolégicas, que
prometen complementar eficientemente a los métodos de remediacién fisico-quimicos (Paul y

col., 2005).

1.6.2. Tecnologias biolégicas de remediacion

La remediacion bioldgica se basa en la utilizacién de las capacidades metabdlicas de los
organismos para degradar, transformar, secuestrar y/o detoxificar contaminantes ambientales
de naturaleza organica o inorganica. El término biorremediacién se aplica principalmente a la
utilizaciéon de microorganismos, mientras que la fitorremediacion se refiere al uso de plantas y
6rganos vegetales para el tratamiento de compuestos quimicos téxicos (Glick, 2010). Mds
recientemente, han emergido la rizorremediacién, tecnologia que aprovecha tos beneficios
combinados de plantas y microorganismos rizosféricos para la remocién de contaminantes
(Thijs y Vangronsveld, 2015) y la vermirremediaciéon, que se refiere a la aplicacion de

nematodos y sus productos de digestion con el mismo fin (Sinha y col., 2009).

La figura 4 esquematiza las mencionadas estrategias de remediacion.
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+ Microorganismos rizosféricos

Figura 4: Estrategias de remediacion bioldgica. (Adaptada de Paisio y col., 2012).

Con el avance cientifico, cada vez existen mas variantes de estas tecnologias, aplicadas
al tratamiento de compuestos de diversa naturaleza. Por ejemplo, el empleo de 6rganos
vegetales aislados y plantas transgénicas ha dado buenos resultados en la remocion de
contaminantes organicos y metales pesados (Ibafiez y col., 2014), mientras que el desarrolio de

"2

las tecnologias “0micas” ha permitido comprender la dindmica de comunidades microbianas
durante los procesos de biorremediacién y rizorremediacién (El Amrani y col,, 2015).
Asimismo, las técnicas de biorremediacién libres de células, empleando enzimas microbianas
han sido exitosamente desarrolladas para el tratamiento de quimicos persistentes (Tanokura y
col., 2015).

Este tipo de procesos bioldgicos presenta una amplia variedad de ventajas frente a los
métodos fisico-quimicos convencionalmente empleados, destacdndose su costo-efectividad, la
necesidad de minimos tratamientos posteriores, el empleo de los componentes del medio
como fuentes unicas de nutrientes en muchos casos y sobre todo, su elevada aceptacién
publica, asociada posiblemente a que son tecnologias ambientalmente amigables y poco
destructivas (Cordova-Rosa y col., 2009). Mds alld de las ventajas previamente citadas, es
importante destacar que no todas las tecnologias bioldgicas de remediaciéon son igualmente
eficientes. Muchos sistemas plantean algunos inconvenientes en cuanto a su aplicacién, tales

como lentitud, demandas geoldgicas, climaticas y nutricionales especificas y baja predictividad.
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1.6.2.1. Biorremediacion

La biorremediacién microbiana es quizas, la mas prometedora de las tecnologias
biolégicas previamente mencionadas. Diversos autores han descripto la elevada capacidad de
los microorganismos para tolerar y remediar contaminantes ambientales, destacando a las
bacterias entre los sistemas de biorremediacién mas eficientes (Singh y col., 2011). Estas
poseen la maquinaria metabdlica necesaria para llevar a cabo la detoxificacion de compuestos
quimicos de diversa naturaleza de manera rdpida y efectiva. La principal ventaja de las
bacterias sobre las plantas, ademas de su rdpido crecimiento y adaptabilidad, es la posibilidad
de degradar completamente compuestos organicos recalcitrantes, mineralizandolos a CO, y
H,0 (Wood, 2008). A diferencia de lo que ocurre con los contaminantes organicos, los metales
no pueden ser degradados, por lo que la biorremediacion de estos compuestos por
microorganismos se basa en la oxidacidn-reduccién a formas menos téxicas y/o biodisponibles
(Malik, 2004). Otros fendmenos, como la absorcién y adsorcién a estructuras celulares de
forma pasiva o activa ocurren para ambos tipos de compuestos (Wangy Chen, 2009).

La biorremediacién microbiana puede aplicarse tanto in situ como ex situ. Los procesos
in situ son los mas atractivos debido a que en ellos los contaminantes pueden ser tratados
directamente en el sitio afectado, reduciendo los riesgos de exposicion y diseminacién de la
contaminacién a través del transporte de los compuestos a tratar (Ortiz-Hernandez y col.,
2014). Las técnicas in situ pueden clasificarse, a su vez en dos grandes grupos: la
bioestimulacién y el bioaumento. La primera permite incrementar el crecimiento de los
microorganismos preexistentes a través del agregado de algin nutriente beneficioso y la
segunda se basa en la inoculaciéon de bacterias biorremediadoras, cuando la microbiota
autdctona no tiene el potencial detoxificador necesario (Villegas y col., 2014).

Por otro lado, las principales técnicas de biorremediacién ex situ son landfarming,
compostaje y construccion de biopilas, aplicables a la remediacion de suelos y sedimentos
contaminados, o bien los biorreactores, que involucran el tratamiento de material liquido o
sélido en el interior de un sistema controlado, que permite lograr elevadas velocidades de
operacion y alta eficiencia de remediacién (Villegas y col., 2014).

En general, por tratarse de un proceso natural, la biorremediacién cuenta con elevada
aceptacién publica. Ademas, las ventajas de su aplicacién sumadas a sus reducidos costos, la
convierten en una prometedora técnica para el tratamiento de efluentes industriales o de sus
sedimentos contaminados. Sin embargo, entre algunas de sus desventajas se puede mencionar
el prolongado tiempo necesario para una efectiva decontaminacién de ciertos compuestos y

su baja predictibilidad ante condiciones medioambientales diversas (Wessels Perelo, 2010).
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El sistema de biorremediacion mas utilizado que aplica el metabolismo microbiano
para tal fin es el de los lodos activados, donde una mezcla compleja de microorganismos crece
en reactores aireados oxidando la materia organica biodegradable y eliminando desechos
fosforados y nitrogenados (Erijman y col.,, 2011). Sin embargo, estos sistemas suelen ser
sensibles a la presencia de metales pesados, tales como el Cr(Vl), lo cual implica una
importante limitacién para su aplicacién en la remediacién de efluentes con elevado contenido

de estas sustancias toxicas (Stasinakis y col., 2003).

En base a los antecedentes presentados es evidente el incremento de los niveles de
contaminacion por mezclas de sustancias de diversa naturaleza, tales como Cr{Vl) y fenol, que
se encuentran comunmente juntos en diversos efluentes industriales y que han sido
detectados en elevadas concentraciones en cursos de agua de nuestro pais. Resulta relevante,
por lo tanto, encontrar métodos efectivos y econdmicos para el tratamiento de efluentes
industriales contaminados con esos compuestos. El desarrollo de sistemas de biorremediacién
utilizando microorganismos eficientes y con buena adaptabilidad a condiciones
medioambientales diversas podria ser crucial para tal fin, asi como la comprensién de los
mecanismos implicados en la remocién simultdnea de estos contaminantes. En este contexto,

nos planteamos la siguiente hipétesis de trabajo:

1.7. Hipétesis

“Bacterias nativas de la regién, tolerantes a Cr(Vl) y fenol, adaptadas a las condiciones
climaticas y edéficas de zonas contaminadas, pueden ser utilizadas para la biorremediacién
eficiente de efluentes industriales o en aplicaciones ambientales (bioaumento),
contribuyendo a optimizar la eliminacion de estas sustancias téxicas. El uso de matrices
simples de inmovilizacién permite incrementar la eficiencia del proceso de biorremediacién,

la reutilizacién de biomasa y su implementacién a mayor escala”.

1
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2.1. Objetivo General

Se propuso como objetivo general de este trabajo de tesis aislar, caracterizar e
identificar microorganismos de sitios contaminados de la provincia de Cérdoba; con capacidad
para tolerar y remediar elevadas concentraciones de Cr{Vl) y fenol simultaneamente. Por un
lado se planted evaluar su potencial para biorremediar ambos compuestos bajo diferentes
condiciones ambientales y volimenes de trabajo, en condiciones libres e inmovilizadas. Por
otra parte se analizaron los mecanismos bioquimicos, fisiolégicos y moleculares desarrollados
en las bacterias ante la presencia de los contaminantes y que podrian ser responsables de la

detoxificacién.

2.2. Objetivos especificos

1. Aislar, caracterizar e identificar cepas bacterianas nativas tolerantes a Cr(Vl) y fenol,
a partir de muestras proveniente de zonas contaminadas de la provincia de Cérdoba

(cuenca del arroyo El Barreal-Elena).

2. Evaluar la remocién de Cr(Vl) y fenol, de manera independiente y simultanea,
modificando y optimizando las condiciones de cultivo para mejorar la eficiencia del

proceso en diferentes escalas de trabajo.

3. Analizar la eficiencia de remediacién de Cr(Vl) y fenol utilizando las bacterias
inmovilizadas en diferentes matrices, determinando los ciclos de reutilizacion de las

células inmovilizadas.

4. Dilucidar los mecanismos bioguimicos y moleculares involucrados en la tolerancia

y/o detoxificacion de Cr(VI) y fenol en el/los aislamiento/s seleccionado/s.

El siguiente diagrama representa la organizacion general de esta tesis e indica en qué
secciones de la misma se describirdn los resultados obtenidos en base a cada objetivo

propuesto.



CAPITULO I: “Aislamiento y caracterizacion de microorganismos capaces de tolerar y remover simultaneamente Cr(Vl) y fenol. Optimizacién de las
condiciones de remocion”

e  Caracterizacion de la zona de muestreo
e Aislamiento y seleccién de bacterias en base a su tolerancia y capacidad de remocidn de Cr(VI) y fenol

e Remocién individual y simultanea de los contaminantes en diferentes condiciones de cultivo Objetivos 1y 2

e Efecto del cambio de escala en la remocion simultanea

CAPITULO II: “Empleo de la inmovilizacién bacteriana como estrategia para mejorar la remocién simultanea de Cr(VI) y fenol por los aislamientos
seleccionados ”

e Inmovilizacién de los aislamientos seleccionados en una matriz de alginato de calcio
e  Optimizacién de las condiciones de remocion de las células inmovilizadas

e  Reutilizacion de las bacterias inmovilizadas - | Objetivo3

e Caracterizacion de los productos de remocion

CAPITULO IIl: “Mecanismos bioquimicos y moleculares implicados en la tolerancia y detoxificacion de Cr(Vl) y fenol por las bacterias en estudio”

e  Mecanismos de tolerancia a Cr(V!) y de reduccién de Cr(VI) a Cr(ill)
e Via de degradacion de fenol Objetivo 4

e Desarrollo/Mitigacién de procesos de estrés a causa de la exposicién a los contaminantes

CAPITULO IV: “Conclusiones y perspectivas”



Capitulo |
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3.1. Empleo de microorganismos ambientales en biorremediacién

Los microorganismos pueden ser aislados practicamente de todos los ambientes
terrestres, ya que son capaces de adaptarse a condiciones tan diversas y extremas como
temperaturas bajo cero, desecacion, presiones elevadas de oxigeno o anaerobiosis. La
presencia de compuestos téxicos no representa, por lo tanto, una limitacién para el
crecimiento de muchos de ellos (Vidali 2001). Esta elevada adaptabilidad de los
microorganismos en relacion a otros sistemas bioldgicos, junto con su gran potencial
metabdlico, los hacen altamente atractivos para ser aplicados en la remediacion de
contaminantes. En este sentido, muchas bacterias adaptadas a crecer en ambientes
contaminados con ciertos quimicos toxicos, han demostrado capacidad para metabolizarios in
vitro e incluso para detoxificar compuestos de estructura similar (Ojo y col., 2007). La presion
selectiva y la transferencia horizontal de genes serian las principales causas de tal
comportamiento {Cervantes y col., 2001; Watanabe, 2001; Wang y col., 2007). Ademds, se ha
demostrado que la pe-adaptacion de cultivos bacterianos en presencia de contaminantes
durante tiempos prolongados a escala laboratorio puede inducir su tolerancia y su potencial
para remediarlos (Ojo, 2007). Por lo tanto, el aislamiento de bacterias ambientales y su
posterior mantenimiento en el laboratorio en presencia de los contaminantes, han sido
estrategias ampliamente empleadas para desarrollar sistemas eficientes de biotratamiento de
xenobidticos y metales pesados.

Los ultimos avances en el drea de la quimica analitica y la biologia molecular han
permitido incrementar el conocimiento del potencial biotecnolégico de los microorganismos
ambientales en el ambito de la biorremediacién. La compresién de las vias implicadas, el co-
metabolismo de sustratos y las relaciones simbidticas entre microorganismos han sido de gran
ayuda a la hora de seleccionar cepas e incluso crear artificialmente cultivos mixtos aplicables

en la detoxificacion de compuestos recalcitrantes {Hays y col., 2015).

3.2. Cultivos mixtos versus cepas aisladas para biorremediar contaminantes

El estudio de microorganismos individuales ha sido muy Gatil hasta ahora para la
comprension de los distintos genes, vias metabdlicas y enzimas involucrados en los procesos
de biorremediacidn. Sin embargo, en los ultimos afios ha ganado importancia el concepto de
cooperacién metabdlica, el cual indica que las poblaciones microbianas en el ambiente estan
compuestas por diversas comunidades, sinérgicas o antagonicas en lugar de cepas aisladas. De

acuerdo a ese criterio, la detoxificacion de contaminantes en la naturaleza ocurriria como
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consecuencia de la interaccién entre las cepas que coexisten en ella (Pazos y col., 2003; Trigo y
col., 2009).

Si se considera a la contaminacidn ambiental desde un punto de vista global, hay que
tener en cuenta que no existen actualmente areas contaminadas con un solo tipo de
compuesto; sino que la mayoria de los sitios afectados del planeta presentan combinaciones
de contaminantes de diferente naturaleza. Por esta razén, encontrar un solo microorganismo
capaz de detoxificar mezclas de los mismos es un objetivo altamente ambicioso y dificil de
cumplir. En {os ultimos afios se ha incrementado el uso de consorcios bacterianos con elevada
eficiencia para biorremediar xenobidticos recalcitrantes o mezclas de téxicos, gracias a la
accion sinérgica de las capacidades metabdlicas de sus componentes. Como muchos de esos
consorcios son aislados directamente de zonas afectadas, tienen ademas, elevado potencial
para adaptarse a las variaciones climaticas propias de esas zonas y para ser aplicados en
bioaumento (Angelim y col., 2013).

Las técnicas actuales independientes de cultivo permiten comprender las interacciones
microbianas, potencial genético y capacidades metabdlicas de los consorcios bacterianos
presentes en dreas contaminadas. Esta es una gran ventaja a la hora de seleccionar
potenciales sitios de aislamiento de microorganismos aplicables en biorremediacion (Vila y

col., 2015).

3.3. Biorremediacién de Cr y fenol por bacterias de origen ambiental

Los metales pesados no son degradables y por lo tanto su biotratamiento se basa en la
inmovilizacion o transformacion quimica a especies menos téxicas (Wessls- Perello, 2010). En
el caso particular del Cr, la reduccién de Cr(VI) a Cr(Iil) implica una disminucidn significativa de
su toxicidad y la posibilidad de su inmovilizacion, lo cual ademas es una ventaja a la hora de
reducir su diseminacion en el ambiente (Focardi y col., 2013).

Los mecanismos de reduccién bacteriana de Cr(V1) pueden ser variables, y dependen
de la naturaleza y el potencial de cada cepa. Algunas especies son capaces de efectuar
procesos de reduccién tanto aerébicos como anaerdbicos, aunque la mayor parte de las
bacterias descriptas lo hacen en presencia de oxigeno. En anaerobiosis el Cr{Vl) actia como
aceptor final de electrones y en aerobiosis dicha reduccion puede ser tanto enzimatica como
no enzimatica {Dhal y col., 2013). También existen microorganismos capaces de inmovilizar Cr
por adsorcién o absorcion a sus estructuras celulares. Aunque esta propiedad ha sido
extensamente asociada a hongos y algas, ciertas bacterias pertenecientes principalmente a los

géneros Bacillus, Pseudomonas y algunas actinobacterias han demostrado buen potencial
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como agentes inmovilizadores del metal, antes, durante o después de su reduccion de Cr(VI) a
Cr{llt) (Mishra y Doble, 2008).

Por otro lado, también se conoce la capacidad de muchos microorganismos para
degradar compuestos fendlicos a sustancias menos toxicas, tanto en condiciones aerdbicas
como anaerdbicas. Sin embargo, debido a su elevada tolerancia y capacidad metabdlica, las
proteobacterias y actinobacterias se encuentran entre las mejor caracterizadas (Ruck y col.,
2015).

Las bacterias son capaces de transformar compuestos fendlicos a un reducido nimero
de intermediarios, que luego son convertidos en compuestos metabolizables a través de una
serie de vias catabdlicas, entre ellas el ciclo de Krebs. En el caso del fenol, uno de esos
intermediarios es el catecol, que en condiciones ideales es mineralizado completamente a CO,
y H,0 (Ruck, 2015).

Si bien queda claro que tanto la biorremediacién de Cr(Vl) como la de fenol por
bacterias han sido procesos ampliamente estudiados, el desarrollo de sistemas bacterianos
capaces de remover esos compuestos simultdneamente no ha resultado tan sencillo. En ese
sentido, aunque algunas cepas aisladas presentaron buen potencial para remover mezclas de
esos contaminantes, los cultivos bacterianos mixtos naturales o generados en el laboratorio
han resultado, en general, mas eficientes (Shen y Wang, 1995; Srivastava y col., 2007; Liu y
col., 2008; Tziotzios y col., 2008; Song y col., 2009). Sin embargo, existe escasa informacién
sobre el efecto de factores ambientales en el proceso de remocién simultdnea (Gunasundari y
Muthukumar, 2013). La influencia del Cr{V!) sobre la detoxificacién de fenol y viceversa
tampoco han sido analizadas en profundidad, aunque se conozca claramente el impacto
negativo de combinar sustancias toxicas sobre las capacidades metabdlicas de las bacterias

involucradas (Sandrin y Maier, 2003).

3.4. Potencialidades y limitaciones de la biorremediacion y su aplicacién a campo

El principal objetivo de los estudios de biorremediacion es transferir los resultados
obtenidos en el laboratorio hacia el tratamiento in situ de &reas contaminadas. Seria
arriesgado, entonces, creer que la simple seleccidn de microorganismos en base a su
tolerancia y capacidad de remocion in vitro permitiria obtener sistemas confiables y
predecibles para ser aplicados a campo (Thompson y col., 2005). En ese sentido, existe una
innumerable cantidad de factores bidticos y abidticos que influyen directamente en el
rendimiento de los microorganismos, tales como la competencia con la flora nativa,

temperatura, pH, concentracion de oxigeno, disponibilidad de dadores y aceptores finales de
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electrones y presencia de otros compuestos téxicos co-contaminantes, entre otros (Pandey y
Fulekar, 2012). Esto explica que muchas bacterias seleccionadas in vitro por su elevado
potencial para remover contaminantes, fueran poco efectivas para el bioaumento de
efluentes contaminados (Tyagi y col., 2011). Por lo tanto uno de los pasos fundamentales al
momento de seleccionar microorganismos aplicables en biorremediaciéon es evaluar su
eficiencia en una amplia variedad de condiciones de cultivo. El aislamiento de cepas
autéctonas y su posterior empleo para la remocién de contaminantes es recomendable en
cuanto a la seguridad ecoldgica que implica Ia posibilidad de reintroducir estas especies en la
comunidad natural, asi como también en la alta eficiencia del proceso, ya que los
microorganismos autdctonos son fisioldgicamente compatibles con su ambiente (Atlas y
Bartha, 2001). Esta estrategia reduce, ademas, la competencia con la flora nativa, la posible
patogenicidad sobre otros seres vivos y el riesgo de transferencia horizontal de genes
{Boopathy, 2000).

Otro factor crucial para evaluar la aplicabilidad de microorganismos en el tratamiento
de efluentes contaminados es la influencia que el cambio de escala pueda tener sobre el
proceso, ya que la modificacién en el volumen de trabajo de un Erlenmeyer a un recipiente de
varios litros puede acarrear cambios drasticos en la mayoria de los pardmetros de cultivo y la
presién hidrostatica del sistema. Esto implica que las condiciones de operacién a pequefia
escala no sean completamente extrapolables a escala industrial y un manejo erréneo de las
mismas podria provocar importantes pérdidas econémicas (Galindo y col., 2008).

Una solucién para este tipo de problemas es la realizacion del escalado gradual del
volumen de trabajo hasta alcanzar una escala industrial. Dicho proceso se centra en regular al
menos tres parametros centrales: la aireacién, el mezclado y la eliminacion del calor. En este
sentido, el uso de biorreactores permite optimizar la transferencia de oxigeno a través de un
adecuado control del flujo de aire y de la velocidad de agitacidn. Dicha agitacidn favorece,
ademas, el mezclado y la disipacién de calor (Najafpour, 2015).

La figura 5 resume algunas de las ventajas y limitaciones de la biorremediacién
empleando microorganismos, ademds de posibles alternativas para superar tales limitaciones,

que han sido mencionadas a lo largo de esta introduccioén.
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Figura 5: Ventajas y desventajas de la biorremediacion microbiana.

3.5. Reactores a escala piloto para biorremediacién de contaminantes

Los biorreactores o fermentadores son muy variables y se clasifican de acuerdo a su
configuracién, tamafio y forma en la que se operan. Pueden ser tan pequefios como un matraz
de laboratorio o liegar a contener volumenes de hasta cientos de miles de litros, en el caso de
los fermentadores industriales a gran escala. Segln la manera en la que se produce la
aireacion éstos pueden ser tanques aireados agitados, tanques de recirculacion y reactores
tubulares {Najafpour, 2015):

Los tanques aireados agitados son los mas tradicionales. Consisten en un cilindro vertical con
un eje central con hélices responsables de llevar a cabo la agitacién mecanica. Ademas
contienen deflectores que permiten la formacién de corrientes de circulaciéon durante la
agitacién y la distribucién de las burbujas de aire insuflado. Los tanques de recirculacién
presentan tubos de aspiracién interna y conductos de recirculacion externa. Mediante este
disefio, el flujo del medio de cultivo ocurre en una direccion definida, donde la fuerza motora
se desarrolla a través del ascenso de burbujas de aire o por un sistema de flujo hidrodinamico.
Por ultimo, los reactores tubulares (Air lift) tienen forma de columna, por la que se introduce

aire en la base del tubo y el ascenso de burbujas de aire constituye el tnico tipo de agitacion
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existente. Este tipo de reactores no permiten trabajar con concentraciones tan elevadas de
biomasa como los de tanque agitado, pero son mas econémicos y simples de manipular.

Por otro lado, de acuerdo al modo de operacidn, un cultivo desarrollado en un biorreactor
puede ser clasificado como batch, batch alimentado y continuo (Rao, 2010):

En los cultivos tipo batch todos los reactivos son incorporados al inicio del proceso, sin
posterior entrada o salida de materiales. De esta manera se hace crecer a los microorganismos
en un medio adecuado hasta el agotamiento de algin sustrato o la acumulacién de posibles
inhibidores. Los cultivos operados en modo batch alimentado (fed batch), por el contrario,
presentan una corriente paulatina de alimentacién pero sin una corriente de salida. Este
método se emplea cuando se quieren evitar fendmenos de inhibicién por carencia de sustrato
y se requiere alcanzar una alta concentracién de biomasa. Cuando en el biorreactor se
incorpora medio de cultivo fresco a un ritmo constante y en la misma proporcion sale medio
con células, el proceso se opera en modo continuo. En este tipo de sistema se puede controlar
la velocidad especifica de crecimiento y produccidn.

Los experimentos de biorremediacion en biorreactores a nivel laboratorio apuntan a
simular las condiciones a las que seran expuestos los microorganismos en caso de una
aplicacion real. Los mismos permiten operar el proceso de forma controlada, rapida y disponer
de la biomasa y los residuos generados al finalizar los experimentos (Kathiravan y col.,, 2011;
Ahluwalia, 2014). En particular, los cultivos en sistema batch permiten estudiar el efecto de la
concentraciéon inicial de los contaminantes sobre la capacidad de remociéon de los
microorganismos y establecer las condiciones 6ptimas de cultivo, mientras que los sistemas
continuos son utiles para el tratamiento de efluentes industriales durante tiempos
prolongados. En general, los biorreactores aireados de tanque agitado se encuentran entre los
mas utilizados en biorremediacién, ya que favorecen al correcto mezclado y suministro de
oxigeno y permiten el desarrollo de cultivos bacterianos bajo las tres condiciones de operacion
previamente mencionadas.

Existe una gran cantidad de estudios de remediacion de Cr(Vl) o fenoles en
biorreactores a escala piloto, empleando bacterias libres e inmovilizadas tanto en soluciones
sintéticas como en efluentes reales (Quintelas y col., 2009; Agarry y col., 2008; Abu-Reesh,
2010; Ucun y col., 2010; Huang y col., 2011; Williams y col., 2014). Ademas, en los ultimos
afios se han descripto sistemas microbianos para el tratamiento de grandes volimenes de
efluentes contaminados con dichos compuestos, en reactores operados continuamente
durante tiempos prolongados. Tal es el caso del sistema ChromBac, que emplea células
inmovilizadas de A. haemolyticus para reducir el Cr(V1) presente en efluentes de galvanoplastia

(Ahmad y col.,, 2010), o los reactores de lecho fijo descriptos por Bajaj y col. (2008) para
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degradar fenol a partir de efluentes sintéticos mediante biofilms bacterianos. Sin embargo, a
pesar de estos avances, la mayoria de los reportes sobre biorremediacién simultanea de Cr(Vl)
y fenol se han llevado a cabo a nivel laboratorio, sin considerar los efectos que puede traer
aparejado el cambio de escala sobre el potencial de remocién de los microorganismos (Lin y

col., 2009; Garg y col., 2013).
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4.1. Caracterizacion de la zona de muestreo

Se selecciond como sitio de estudio una curtiembre situada al sur de la provincia de
Cordoba. Su ubicacion geografica se determind mediante GPS. La toma de muestras del
efluente industrial y los sedimentos en contacto directo con el mismo, se realizé en el canal
donde dicha empresa descarga sus desechos a cielo abierto. El muestreo fue efectuado en 5
oportunidades durante el periodo 2011-2012, abarcando las cuatro estaciones del afio, con el
fin de analizar posibles variaciones estacionales. La determinacion de pH y temperatura del
efluente se realizd in situ, mediante un pehachimetro de bolsillo “Adwa AD 12”. Los andlisis de
parametros fisico-quimicos, como asi también la determinacion de Demanda Bioldgica de
Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) fueron realizados en un laboratorio
especializado y comparados con los valores permitidos por la legislacidn nacional. Se evaluo,
ademads, el contenido de Cr(V!), Cr total y fenoles totales en efluente y sedimentos. Las
concentraciones de Cr(VI) y Cr total se determinaron mediante los métodos de difenilcarbazida
(DFC) y espectroscopia de emisidn de plasma acoplado inductivamente o de emisién atémica,
respectivamente. Los fenoles totales en el efluente se midieron mediante la técnica de 4-
aminoantipirina (4-AAP). Las técnicas mencionadas serdn descriptas en detalle en la seccion

“Métodos Analiticos”.
4.2. Aislamiento y seleccién de microorganismos tolerantes a Cr(Vi) y fenol

4.2.1. Toma de muestras para aislamiento de microorganismos

La toma de muestras para aislamiento y seleccién de microorganismos tolerantes a
Cr(VI) y/o fenol, se realizé en dos oportunidades, en los meses de marzo y mayo de 2011, tanto
de sedimento como de efluente de la zona de interés. Para llevar a cabo dicho procedimiento,
se efectuaron diluciones de muestras de sedimento (hasta 107) y efluente (hasta 10?) con
solucion fisioldgica. Se sembré 0,1 ml de cada dilucién por duplicado, en placas de petri
conteniendo medio TY (Ver seccion “Medios de cultivo”) suplementado con Cr(Vl) (25 y 100
mg/l) o fenol (100 y 200 mg/l).

Las placas se incubaron a 28 °C durante una semana y las colonias obtenidas se
sembraron posteriormente en medio TY con concentraciones crecientes de Cr(VI) hasta 500
mg/l y fenol hasta 1500 mg/l. Aquellos cultivos bacterianos capaces de crecer en presencia de
concentraciones superiores a 150 mg/l de Cr(Vl) o 500 mg/| de fenol se consideraron los mas

tolerantes y se subcultivaron en placas conteniendo ambos contaminantes de manera
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simultanea. Para ello se empleé medio TY con Cr(Vl) (hasta 150 mg/l) y fenol (hasta 500 mg/l) y
medio MM1 con Cr(VI) (hasta 50 mg/1) y fenol (hasta 500 mg/!).

Todos los microorganismos seleccionados en base a su tolerancia a las mayores
concentraciones de uno o ambos contaminantes se analizaron mediante tincién de Gram. Los
cultivos mixtos de bacterias que se desarrollaron en esas condiciones se conservaron como
tales para los posteriores ensayos de remocion.

En la figura 6 se resume esquematicamente la metodologia previamente descripta.

4
Dilucién en NaCl 0,9%

Cr(Vi) (25 y 100 mg/l) smé |™ Fanol (100y 200 mg/l)

[§ J

T

/o N\

Cr(V1) (35-500 mg/1) '| Subcultivoenplaca | Fenol (200-1500 mg/l)

(medio TY) ‘ 'l

[} -

Cr{V1) (50 a 150 mg/l) Crivi)(sasomg/l)
Fenol (100 a 500 mg/l) Fenol (100 a 500 mg/l)
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- L_anddn,mm_lﬂollqulk |

Figura 6: Representacion esquematica del procedimiento empleado para el
aislamiento de microorganismos tolerantes a Cr(Vi) y fenol.
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4.2.2, Conservacién de los microorganismos aislados

Todos los cultivos bacterianos (puros o mixtos) se subcultivaron semanaimente en
medio TY soélido a 28 °C.

Para el mantenimiento de los aislamientos mas tolerantes, se empleé dicho medio
suplementado con 20 mg/! de Cr(VI) y 100 mg/| de fenol. Ademads, para la conservacién a largo
plazo a -80 °C, se emplearon alicuotas de cada cultivo creciendo en medio TY en fase
exponencial y se colocaron en tubos Eppendorf conteniendo glicerol estéril a una

concentracion final de 50% {v/v).

4.2.3. Remocion de Cr(Vl) y fenol por los microorganismos seleccionados

Se analizo la capacidad de los cultivos bacterianos seleccionados para remover Cr{VI)
y fenol en medio liquido. Para ello, se realizaron pre-indculos de cada cultivo en medio TY sin
los contaminantes. Los microorganismos se cultivaron durante 18-24 horas a 28 °C y 150 rpm.
La remocion se evalud en tubos de 10 ml conteniendo:

° Medio TY con Cr(VI) (50 y 100 mg/i)

° Medio MM1 con fenol (50 y 100 mg/l)

° Medio TY con Cr(Vl) 25 mg/l y fenol 100 mg/I

° Controles de cada condicién sin inocular, empleados para analizar si hubo
remocién debida a procesos fisicoquimicos a cada tiempo analizado {control 100%).

Todos los tubos se incubaron a 28 °C y 150 rpm durante 5 dias. Al finalizar los
experimentos se determind la remocion de ambos compuestos, empleando las técnicas
descriptas en la seccion “Métodos Analiticos”.

Los aislamientos con mayor capacidad de remocién se analizaron en base a su
capacidad de remocion simultanea en medio mineral MM1 y en medio TY. Las concentraciones

evaluadas fueron 10y 25 mg/! de Cr(VI) en presencia de 300 mg/| de fenol.

4.3. Caracterizacion bacteriana

4.3.1. Caracterizacién morfolégica y bioquimica

Los cultivos bacterianos seleccionados en base a su capacidad de remocion se
caracterizaron morfoldgica y bioquimicamente. Para la caracterizacion morfolégica, las
colonias aisladas de cada bacteria se visualizaron en microscopio dptico Axiopot (Carl Zeiss),
tras la tincidn de Gram y verde de malaquita. Ademds se determind el tamaio celular

mediante medicién microscépica.
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En cuanto a la caracterizacién bioquimica, se realizaron pruebas de catalasa y oxidasa
mediante los test de descomposicion de H,0, y discos de oxidasa (Britania), respectivamente.
Ademas, se evalud el perfil de utilizacion de aziucares y produccion de enzimas de cada
bacteria mediante el empleo de los sistemas comerciales API 20 NE y 20 E (API®, BioMerieux).
Para determinar la movilidad de cada cepa se evalud el patrén de crecimiento en medio

semisélido SIM.

4.3.2. Ampilificacién y secuenciacion del gen codificante para el ARNr 16S

Se realizo la identificacion a nivel de género mediante amplificacién del gen codificante
del ARNr 16S. La extraccién de ADN, amplificacion y secuenciaciéon fue realizada por la
empresa “Macrogen” (Seoul, Korea). Los cebadores utilizados para la amplificacion del ADN
fueron 518F: 5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’ y 800R: 5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’.

Las secuencias resultantes se compararon con las presentes en la herramienta BLAST,
desde el servidor de la pagina del NCB! (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias se
alinearon con sus homdlogas utilizando Clustal X, incluido en el programa BioEdit. El analisis
evolutivo de los alineamientos y la seleccidn del modelo de sustitucién mas adecuado se
realizé mediante el programa jmodeltest. Finalmente se construyeron los arboles filogenéticos

utilizando el software MEGA 4.0.

4.3.3. Identificacion basada en el perfil de proteinas mediante MALDI-TOF

La identificacion a nivel de especie se realizé mediante MALDI-TOF (matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight). Basicamente, una colonia aislada de cada cepa se
tratd con una solucion saturada de alfaciano-4-hidroxicindmico, acetonitrilo y Aacido
trifluoroacético. Una vez cristalizada la muestra a temperatura ambiente, se realizé la
ionizacion de las proteinas mediante un espectrometro de masas MALDI-TOF-TOF Autoflex Ili
(Bruker Daltonics GmbH, Leipzig, Alemania). El espectro de masas obtenido se comparé de
manera automatica a partir de algoritmos integrados en el software del sistema, con una base
de datos. La identificacién se clasificé como confiable (puntuacién 2 2), probable (puntuacidn
entre 1,5y 2) y no fiable (puntuacién < 1,5).

El tratamiento de las muestras, espectrometria de masas y valoracion de los resultados

se realizé en un laboratorio especializado.
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4.3.4. Condiciones experimentales para la remocién de ios contaminantes

Los ensayos de remocidn utilizando el cultivo bacteriano seleccionado se realizaron en
Erlenmeyers de 50 mi conteniendo 20 ml de medio de cultivo. En todos los experimentos se
utilizd la misma metodologia basica con modificaciones segun los objetivos particulares de
cada ensayo.

Los Erlenmeyers se inocularon con los microorganismos en fase de crecimiento
exponencial tardia (18-24 h), para alcanzar una DO inicial estandarizada de 0,1. Ademas, se
emplearon controles de crecimiento sin Cr(Vl) ni fenol y controles conteniendo ambos
contaminantes, sin inocular (controles 100%). Los cultivos se incubaron en agitacidn orbital a
150 rpm, a 28 °C, empleando un agitador New Brunswick mod. INNOVA 40R.

A intervalos de tiempo definidos en cada experimento, se midi6
espectrofotométricamente el crecimiento bacteriano a una longitud de onda de 600 nm y se
evalud la concentracion residual de Cr(Vl) y/o fenol. En ciertos experimentos el crecimiento
bacteriano se evalué determinando la viabilidad celular por recuento celular en placa,
mediante la técnica que se describe en la seccién 4.4.

Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado y los resultados

representan la media de tres repeticiones independientes.

4.3.5. Ensayos de remocién de Cr(Vi) o fenol

Se evalud la capacidad de los microorganismos en estudio para remover 10, 25, 50 y
100 mg/1 de Cr{VI) en medio TY, durante 72 horas de crecimiento.

Por otro lado, los ensayos de crecimiento y degradacion de fenol se efectuaron en
medio TY y medio MM1. Las concentraciones de fenol empleadas fueron 100, 300, 500, 750 y
1000 mg/I.

En cada experimento se utilizaron controles sin inocular (controles 100%) y controles
de crecimiento sin los contaminantes (En el caso del medio MM1, se adicioné extracto de

fevadura 0,3% como fuente de carbono y nitrégeno).

4.3.6. Ensayos de remocion simultanea de Cr(VI) y fenol

4.3.6.1. Seleccién del medio de cultivo

La eficiencia de remociéon se evalud durante 3 dias en medios con diferente

composicion nutricional conteniendo 25 mg/I de Cr(V1) y 300 mg/l de fenol. Ademds de MM1 y
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TY, se emplearon medios MYT 1/2, MYT1/4 y MM2. La composicion de esos medios se detalla
en la seccion 4.6.
También se analizd la co-remediacion en el efluente de la curtiembre, que fue

previamente filtrado (E).

4.3.6.2. Efecto de las condiciones de cultivo en la remocion simultdnea

Se cuantificé la remocién de 25 mg/l de Cr(Vl) y 300 mg/| de fenol bajo diferentes
temperaturas, valores de pH y velocidades de agitacién. Durante 72 horas se evalué la
remocién simultdnea a temperaturas comprendidas entre 20 y 40 °C, pH entre 4 y 12
{Modificado con la adicién de HCl o NaOH 1N) y velocidades de agitaciéon entre 120y 250 rpm.
Las eficiencias de remocion alcanzadas a tiempo final fueron comparadas para cada condicion
de manera independiente.

Ademas se empled la pre-adaptacion de los microorganismos a ambos compuestos
como posible estrategia para mejorar su capacidad de remocién. Para ello, el cultivo
bacteriano crecido overnight en medio TY se inoculd en TY fresco conteniendo las siguientes
concentraciones de los contaminantes:

° Cr(Vl) 2,5 mg/l y fenol 100 mg/!
° Cr{V1) 5,0 mg/l y fenol 100 mg/|
° Cr(V1) 2,5 mg/I
° Fenol 100 mg/I

Dicho cultivo se utilizd posteriormente como indculo para los ensayos de remocidn

de 25 mg/l de Cr(VI) y 300 mg/l de fenol. Se graficé la concentracién residual de cada

contaminante a lo largo de todo el experimento.

4.3.6.3. Efecto de la concentracién inicial de los contaminantes en la co-remocién

Estos experimentos se realizaron empleado las condiciones éptimas seleccionadas a
partir de los ensayos anteriores. Se analizo la remocién conjunta de mezclas de diferentes
concentraciones de Cr{VI) y fenol durante 5 dias. Las concentraciones analizadas fueron 10, 25

y 50 mg/I de Cr{V1) con 100, 300, 500 o 750 mg/| de fenol.

4.3.6.4. Remocién de Cr(VI) y fenol en un reactor de tanque agitado a escala piloto

Para el escalado del proceso de remocidn simultdnea se empled un biorreactor de

tanque agitado BIOFLO 2000 (New Brunswick Scientific) con una capacidad neta operativa de 5
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litros. El mismo consta de un vaso de vidrio, cuatro baffles, un cabezal multipuerto de acero
inoxidable, una turbina propulsora de doble hélice con seis placas planas intercaladas y un
dispersor de aire de acero inoxidable. El aire se insuflé asépticamente mediante un compresor
acoplado al equipo.

La temperatura deseada se mantuvo por un proceso de calefaccion- enfriado, llevado
a cabo por una plancha calefactora y un sistema de circulacién de agua fria dentro del equipo.

El reactor cuenta ademds con un sensor de pH, y fue acoplado con un sensor de O,
disuelto (DO,) operado ex situ.

En la figura 7 se describe el reactor utilizado.

Sistema de Filtro

refrigeracion \1' ]
_m_,',_l!‘.&ESiQ.QEa_"e_x__
Salida de aire i
Sensor de pH ‘\

Sensor de O, ===
2 Control de la
Toma de muestra iy .
presidn de aire

)—> Plancha calefactora

Vaso (5 litros)

Figura 7: Esquema del reactor de tanque agitado.

El biorreactor se inoculd con el cuitivo bacteriano creciendo en medio TY durante 20-
24 horas empleando una relacion del 7% v/v con respecto al medio de cultivo. El reactor no se
usé a su maxima capacidad operativa, el volumen total de medio fue de 2 litros.

La concentracién de contaminantes utilizada en los ensayos de remediacion fue 25
mg/l para Cr(VI) y 300 mg/l para fenol. En estos ensayos se evalud inicialmente el efecto de
modificar la agitacion de 200 a 500 rpm. Una vez seleccionada la velocidad éptima de
agitacién, se incrementd el influjo de aire proporcionado al sistema, de 1 vwm a 3 vwm.

Se evalué ademas la implicancia de procesos fisico-quimicos en la remocidn,

empleando controles sin inocular.
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Para cada experimento, se tomaron muestras de cultivo cada 8 horas y se determind el
crecimiento microbiano, pH, porcentaje de oxigeno disuelto (DO, %) y concentracion residual

de cada contaminante.

4.4, Determinacién del crecimiento microbiano

En todos los experimentos, el crecimiento bacteriano se evalué mediante
turbidimetria, como absorbancia alcanzada a una longitud de onda de 600 nm. Ademas, en
algunos ensayos se determind la viabilidad celular mediante la técnica de la microgota
(Spencer y Ragout, 2004). Para ello se sembraron diluciones de cada muestra en capsulas de
petri estériles con medio TY solido. Cada placa se dividié en seis campos, en todos ellos, se
sembraron tres gotas de 20 pl de cada una de las diluciones seriadas (entre 10 y 10®). Las
placas se incubaron durante 24 horas en estufa a 28 °C, y posteriormente se realizd el

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Determinacion de la concentracién de Cr(VI)

Para la determinacién de Cr(VI) se empleé el método de DFC descripto en APHA
(1989) modificado. Para ello, se incorporaron 500 pl de muestra previamente centrifugada, a
4,5 ml de H,0 deionizada y luego se agregaron H,S0, 0,2 N (500 pl} y DFC 5 mg/ml (200 ul)

Los tubos se mezclaron y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. La
reaccion produce color violaceo en presencia de Cr(Vl). La absorbancia se leyé por

espectrofotometria a 540 nm.

4.5.2. Determinacion de la concentracién de Cr(lil)

Luego de la remocion simultdnea de los contaminantes bajo condiciones éptimas, se
centrifugd el medio remanente y se cuantifico el contenido de Cr(lif) en sobrenadante y
biomasa. Para ello, el pellet celular se secd en estufa a 65 °C hasta alcanzar peso constante. El
contenido de Cr(lll) de ambas muestras se determind mediante la técnica de espectrometria
de emision de plasma acoplado inductivamente. Los resultados se expresaron como

porcentajes, con respecto al Cr(VI}) incorporado inicialmente.



Materiales y métodos

4.5.3. Determinacion de la concentracion de fenol

Se realizé por el método colorimétrico de 4-AAP descripto por Wagner y Nicell (2002).
La muestra a analizar se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 min. Para la cuantificacién del
contaminante se emplearon 100 pl de sobrenadante de muestra pura o diluida, que se
agregaron a 700 ul de bicarbonato de sodio (0,25 M pH 8,4). Posteriormente se produjo la
condensacion de fenol con 4-AAP 20,8 mM (100 ul), seguida de la oxidacion con KsFe(CN)g 83,4
mM (100 pl), para generar un producto de color rojizo.

Los tubos se homogeneizaron en un agitador vortex y se incubaron durante 6 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se leyd la absorbancia a 510 nm, empleando un

espectofotémetro Beckman 640.

4.6. Composicion de los medios de cultivo utilizados
Los medios empleados fueron:

e Medio TY (Beringer, 1974): tripteina 5 g/l; extracto de levadura 3 g/l y CaCl, 0,52 g/I
e Medio MYT1/2: tripteina 2,5 g/l; extracto de levadura 1,5 g/l y CaCl, 0,26 g/I.

e Medio MYT1/4: tripteina 1,3 g/l; extracto de levadura 0,7 g/l y CaCl, 0,13 g/I.

e Medio mineral MM1: KH,PO, 9,0 g/l; Na,HPO, 2 g/lI; NaCl 2,5 g/l; NH,Cl 1,0 g/l. En
algunos experimentos de remocidn de fenol se incorporé extracto de levadura (0,3%)
como suplemento nutritivo.

e Medio mineral MM2: NH,CI 1,0 g/I; CaCl,.H,0 0,5 g/l; K,HPO, 0,5 g/l; MgS0,.7H,0
0,2 g/lI; FeS0,.7H,0 0,001 g/I.

Todos los medios presentaron un pH de alrededor de 6,8. Los medios sélidos se

prepararon agregando agar (12-13 g/l).

4.7. Reactivos empleados

El Cr(Vl) utilizado en todos los medios de cultivo se adicioné como K,Cr,0; de grado
analitico (Sigma). El fenol {(Merck) presentdé una pureza del 99,9%, al igual que el resto de los

reactivos empleados para la determinacién de la concentracidn residual de los contaminantes.

4.8. Anilisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron independientemente, por triplicado, para establecer la

variabilidad de los datos.
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El andlisis estadistico de los datos se efectué mediante el paquete Infostat, version estudiantil.
Se analizaron los supuestos de homogeneidad de varianza y de normalidad, mediante los test
de Levene y Shapiro Wilks, respectivamente. En caso de cumplirse los supuestos con los datos
crudos o transformados, se efectud el andlisis de la varianza de una via ANOVA. De lo
contrario, se aplicé el test no paramétrico de Kruskal Wallis. El analisis a posteriori se realizé

empleando el test de Tukey con un nivel de significacién de 0,05.
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Se tomaron muestras de efluentes y sedimentos del canal de vertido a cielo abierto de
una curtiembre ubicada en la localidad de Elena, Cérdoba, Argentina. Dicho canal desemboca
finalmente en un humedal conectado con el arroyo El Barreal. La localizacién exacta del sitio
de muestreo es 32°41°26 S, 64° 43" 16 0. En la figura 8 se observa el canal de muestreo (A)

y la ubicacién geografica de la curtiembre y la cuenca del arroyo El Barreal (B).

Cuenca del arroyo

|

|

|

|

\

1

5.1. Caracterizacién de la zona de muestreo
Barreal
|

|

Figura 8: Canal a cielo abierto de descarga del efluente de curtiembre (A) y ubicacién
geografica de la curtiembre y de la cuenca del arroyo El Barreal (B) (Imagen extraida de
Matteoda y col., 2009).

Durante el periodo 2011-2012 se realizaron 5 muestreos, en los meses de marzo,
mayo, agosto, noviembre y diciembre. Aunque la temperatura fluctué de forma estacional, el
pH fue alcalino en todos los casos, alcanzando un valor promedio de 10. Los datos mas
relevantes de la caracterizacion fisico-quimica del efluente y del andlisis del contenido de Cry

fenoles totales en efluente y sedimento se resumen en las tablas 1y 2.



Resultados y discusién

Tabla 1: Pardmetros fisico-quimicos obtenidos de muestras del efluente de curtiembre

Parametro analizado Valores promedio Valores permitidos*
pH 10 (£ 2) 6,5-10
Sél. Sedimentables (10 min) Presenta Ausentes
Sélidos Disueltos totales (mg/1) 18000 (£ 700) 200-600
Alcalinidad total 860 (£ 90) NR (Max. 400)
Conductividad eléctrica (uS/cm 20°C) 8600 (+ 1300) 3000
Bicarbonatos (mg/l) 910 (+ 25) NR (Maéx. 300)
Sodio (mg/1) L0 7004 | NR (Méx. 200)
Sulfatos (mg/l) 680 (£ 300) Max. 1000
000 (mg/h) 500-2000 Méx. 250
DBO (mg/1) 200-900 Maéx. 50

* Limites establecidos para aguas industriales y/o aguas de vertido a fuentes hidricas superficiales. Recopilacién de
datos de diferentes legislaciones Nacionales: Ley 24.051 de Residuos Peligrosos, Ley de Aguas (Decreto 849/1986), y
Decretos Provinciales 415/99 (Cérdoba), 336/03 (Bs As), 35/95 (Mendoza), 847/92 (Chaco).

NR: No Reglamentado para aguas de vertido. Los valores indicados entre paréntesis corresponden a los
reglamentados para Agua Potable seguin capitulo XIi del CAA Art. 983.

Tabla 2: Contenido de Cr y fenoles totales en efluente y sedimento de la zona de muestreo

Parsmetro analizado Valores Valores permitidos*
determinados  Uso Industrial Uso humano

Cr total en sedimento {mg/kg) 2500- 6770 800" 250°
Cr total en efluente (mg/l) 22 0,05"
Cr(V1) en efluente (mg/l) 0,01-0,15 0,2 0,005*
Fenoles totales en sedimento <0,1 10 1
(mg/kg)
Fenoles totales en efluente (mg/l) 10,8- 17,5 0,17 0,001°
«13

Concentracion maxima permitida por la Ley de Residuos Peligrosos, para suelos de uso industrial y residencial,
respectivamente.

*X Concentracién maxima permitida por la Ley de Residuos Peligrosos para aguas de vertido a fuentes hidricas
fluviales.

** Limite maximo permitido para agua potable por el CAA.

Como puede observarse en las tablas 1 y 2, varios parametros fisico-quimicos de los
efluentes industriales todavia no estdn correctamente reglamentados. Sin embargo, ciertas
medidas como el contenido de sélidos en suspension, la conductividad eléctrica, DBO y DQO,
sobrepasaron ampliamente los limites establecidos para aguas industriales liberadas a fuentes
fluviales. Los elevados niveles de DBO y DQO son indicadores del elevado contenido de
materia organica en los desechos del proceso de curtido (Hidalgo y col., 2003). La descarga de
efluentes ricos en materia orgdnica en fuentes de agua como rios o arroyos, puede provocar

fenomenos tales como la eutrofizacion, que conlleva a graves desequilibrios ecoldgicos.
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Esta situacidon empeora si se tiene en cuenta que tanto el efluente analizado como los
sedimentos en contacto con él presentaron contaminacién por Cr y/o fenoles. La
concentracion de Cr en sedimentos varié en las diferentes muestras, pero en todas excedid
ampliamente los niveles maximos permitidos por la Ley Nacional de Residuos Peligrosos para
suelos de areas industrializadas. El contenido del metal en el efluente, por el contrario, fue
aceptable de acuerdo a la legislacion para aguas de vertido. En ese sentido, el contenido de Cr
reportado en diferentes efluentes de curtido a nivel internacional fue variable, en algunos
casos se encontré por debajo de los niveles detectables (Brigden y col., 2000) y en otros
excedio varias veces los limites permitidos (Dhungana y col., 2008). Sin embargo, un factor
comun en todos ellos es que la especie preponderante del metal fue Cr(lll), lo cual se
fundamenta en que la forma trivalente es la que se emplea en el proceso de curtido. El Cr(lil)
es muy insoluble y tiende a precipitar sobre las particulas de suelo.

Nuestros resultados concuerdan con los aportados por investigaciones preexistentes,
gue indican contaminacién por Cr en la zona de la curtiembre en estudio. Por ejemplo,
Matteoda y col. {2009) reportaron concentraciones de Cr superiores a las permitidas en el
humedal conectado con el arroyo El Barreal, como asi también en la vegetacion situada en el
ambito de la laguna donde desemboca el efluente. Estos autores detectaron la presencia de un
fendmeno de desorcion de Cr de la fase sélida y su paso hacia el agua, lo cual acrecienta el
problema de contaminacion de la zona en estudio.

Por otro lado, la concentracién de fenoles en el efluente superé significativamente los
limites permitidos, pero no fue detectable en sedimentos. El fenol y sus derivados se emplean
en tratamientos post-curtido y se encuentran entre los principales contaminantes liberados

por las curtiembres (Costa y Olivi, 2009; Chandra y col., 2011).

5.2. Aistamiento y seleccién de microorganismos para remediacién de Cr(Vi) y fenol

Con el fin de obtener bacterias tolerantes y potencialmente biorremediadoras de
Cr(Vl) y fenol se realizé el aislamiento de microorganismos a partir de las muestras de
efluentes y sedimentos previamente caracterizados. En primera instancia, se seleccionaron 38
aislamientos capaces de tolerar hasta 100 mg/l de Cr{VI) o 200 mg/! de fenol en medio TY. De
éstos, 20 fueron obtenidos de sedimento y 18 de muestras del efluente. Los aislamientos se
clasificaron en base a sus caracteristicas microscépicas mediante tincién de Gram (figura 9).
Como puede observarse, el mayor porcentaje correspondid a bacilos y coco-bacilos G (-) y sélo

el 8% de los aislamientos fueron cultivos microbianos mixtos. Se consideraron como tales a
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aquellos cultivos conteniendo dos o mds cepas con caracteristicas morfoldgicas diferentes,
capaces de coexistir en presencia de elevadas concentraciones de los contaminantes.
Posteriormente se evalué la tolerancia a mayores concentraciones de cada
contaminante, como asi también a diferentes combinaciones de ambos compuestos. Los 11
aislamientos mds tolerantes fueron nombrados y clasificados en base a su procedencia
(efluente “E” o sedimento “S”) y su tolerancia a Cr(Vil}) y fenol. En la tabla 3 se indican las
caracteristicas morfolégicas de cada uno de los 11 aislamientos seleccionados y los resultados
obtenidos para cada uno de ellos en los ensayos de remocién de Cr(Vi) y/o fenol. Esos datos
se resumieron en la figura 9, donde se clasific6 como “aislamientos con capacidad de
remediacion” a aquellos que removieron en 120 horas mas de 15 mg/! de Cr(V!) o 50 mg/| de
fenol, como asi también a los que removieron al menos un 50% de cada contaminante

incorporado de forma conjunta.

M Cultivos mixtos

100 4 | ® Levaduras

80 | 1 Cocos G (+)
Cocos G ()
60 - B Bacilos G (+)
W Cocobacilos G (-)
40 - B Bacilos G ()

. =
N B B

Cr(Vvl) Fenol \ Cr(V1)+ Fenol

Proporcion de los aislamientos (%)

Aislamientos Aislamientos con capacidad de
tolerantes remediacién

Figura 9: Clasificacion de los aislamientos tolerantes a Cr(Vl) y fenol en base a sus
caracteristicas morfoldgicas (tincion de Gram). Los cultivos mas tolerantes, capaces de
remover Cr(V!), fenol o ambos contaminantes de forma conjunta se clasificaron como
“Aislamientos con capacidad de remediacion”.

(P
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Tabla 3: Descripcién morfoldgica de los aislamientos mas tolerantes a Cr(V1) y fenol. Capacidad de remocién de los contaminantes de manera
individual y simulténea, por los aislamientos seleccionados en medio liquido.

Nombre Caracteristicas morfolégicas TY MM1

Aislamiento

1 EFC350-1  Cocobacilos (G-) C150-F350  C10- F350 34 9,6

¥ HC350-2  levaduras: C150350  C5-F350- £ 0

3 SFC 350-1 Cocobacilos (G-) y Bacilos (G+) C70-F500 C25-F350 30 100

s SFC350-2  Cocobacilos (G-) C150-F500  C10-F350 ns5 80

5 SFC200-1  Bacilos (G-) C150-F350  C10-F200 20 8

6 SFC200-2  Cocobacilos (G-) C70-F350  C5-F200 -kl : 17,5

7 SFC 100-1 Cocobacilos (G-) C70-F350 C10-F100 ( 0 12,4

8 SFC100-2  Bacilos (G+) : 0 15

9 SFC350-3  Cocobacilos (G-) C50-F500 88 12,6 79
10 SFC500-1  Cocobacilos (G-) y bacilos (G+) esporulados ~ C150-F500  £38#%500 i 19,8 100
11 SFC500-2  Cocobacilos (G-) y Bacilos (G+) C150-F500  C10-F500 100 14 100

A Tolerancia simultanea maxima a Cr(VI) y feno! [C: Cr(VI)- F {Fenol)].
® Maxima remocién a partir de Cr(VI) 50 mg/l en medio TY.
9 Maxima remocién a partir de fenol 100 mg/l en medio MM1. Cuando fa remocidn fue inferior a 5 mg/i se consider6 0.
) Maxima remocion a partir de Cr(Vi1) 25 mg/l y fenol 100 mg/I en medio TY.
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Como se observa en la tabla 3, la tolerancia a ambos compuestos, principalmente a
Cr(V1), fue mayor en medio TY que en medio minimo MM1. Este incremento de la tolerancia
en medios nutritivos es un comportamiento comun de muchas cepas bacterianas y podria
deberse a que la materia organica facilmente asimilable no solo favorece su crecimiento, sino
gue ademas las protege contra la toxicidad de los contaminantes (Polti y col., 2007).

Cuando se evalud el potencial de remocién utilizando cada contaminante de manera
individual, los 11 aislamientos seleccionados fueron capaces de remover entre 17 y 34 mg/l de
Cr(Vl) en medio TY, pero sélo 5 degradaron al menos 80 mg/| del fenol incorporado en MM1.
Dos cultivos bacterianos mixtos, llamados SFC 350-1 y SFC 500-1 presentaron el mayor
potencial para la co-remediacidn de estos compuestos. El ultimo resultado coincide con lo
descripto por algunos autores, quienes indicaron que los consorcios de bacterias serian mas
eficientes que los cultivos puros para remediar mezclas de contaminantes, gracias a procesos
simbidticos y cooperacion metabdlica (Supaphol y col., 2006; Megharaj y col., 2011).

La capacidad de los dos cultivos mixtos seleccionados para remover simultdneamente
Cr{V1) y fenol se evalué en el medio mineral MM1, con fenol como unica fuente de carbono y
en el medio nutritivo TY. Como se observa en la figura 10, la remocidén de los contaminantes
por ambos cultivos bacterianos dependié tanto del medio de crecimiento empleado como de
la concentracidn inicial de Cr(Vt) incorporada.

La comparacion de los resultados obtenidos por ambos cultivos mixtos revelé que SFC
500-1 presentaria mayor potencial para co-remediar los contaminantes que SFC 350-1,
principalmente en presencia de una mayor concentracién inicial de Cr(VI). En medio MM1
conteniendo 25 mg/l de Cr(VI) y 300 mg/! de fenol (figura 10B), SFC 500-1 removié més del
25% del metal (alrededor de 6 mg/l) y degradé casi la totalidad del fenol incorporado. Dicho
cultivo bacteriano fue mas eficiente aiin en medio TY, ya que removid hasta 20 mg/! de Cr(VI) y

300 mg/I de fenol en tres dias de incubacion.
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Figura 10: Remocidén simultdnea de 10 mg/l de Cr(VI) y 300 mg/l de fenol (A) 6 25 mg/I de Cr(VI) y 300
mg/l de fenol (B) por dos cultivos mixtos en diferentes medios de cultivo. Los datos representan la
media + EE {n=9). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas {DES) (p< 0,05} en Ia
remocién de cada contaminante alcanzada por ambos cultivos analizados.

Los resultados de remocidn previamente descriptos concuerdan con los obtenidos en
los ensayos de tolerancia, demostrandose que el medio TY, con elevado contenido de
nutrientes favoreceria el crecimiento y el potencial de remediacién de los microorganismos.
Sin embargo, es importante destacar que las concentraciones de Cr(Vl) y fenol removidas por
el cultivo mixto SFC 500-1 en el medio mineral MM1 coinciden con los valores reportados en
diversos efluentes industriales y aguas contaminadas, que superan ampliamente los limites
permitidos por diferentes reglamentaciones internacionales (Vajpayee y col., 2001; Tripathi y

col., 2011).

5.3. Caracterizacién del cultivo mixto SFC 500-1

5.3.1. Caracterizacién bioquimica y clasificacién taxonémica

En base a los resultados obtenidos en ensayos anteriores, se seleccioné al cultivo mixto
SFC 500-1 para continuar con los experimentos de remocién. El mismo se compone de dos
cepas bacterianas cuyas morfologias corresponden a cocobacilos Gram negativos (cepa 1) y
bacilos Gram positivos esporulados (cepa 2). En la figura 11 se muestran las fotografias
obtenidas luego de la tincién de Gram del cultivo mixto y cada cepa por separado. Ademas, se

utilizé la tincidn de verde de malaquita para la visualizacién de esporas en la cepa 2.

A - mskesoo1 (g - W SFC 500-1
_ 120 ®SFC350-1 || ® # SFC 350-1
£ < 100 -
8 100 _§ *
2 80 - 8 80 .
[T]
5 60 - s 97
£ £ 40
] 40 £
£ 20 E 20 - h
8 ]
§ 0 S8 o - —
Cr(VI) Fenol Cr(vl) | Fenol | crivl) Fenol Cr(vl) | Fenol
{
| MM1 _ TY ] MM1 TY |
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Figura 11: Microfotografias obtenidas con tincién de Gram del cultivo mixto SFC
500-1 (A), y de las cepas 1 (B) y 2 (C). La cepa 2 se visualiz6 ademds por tincién con
verde de malaquita {D). La barra indica una escala de 5 um. Aumento: 1000 X.

Mediante la utilizacién de pruebas comerciales APl se efectud la caracterizacidn
bioquimica de las dos cepas. Los perfiles de coloracion de las galerias API fueron interpretados
siguiendo las indicaciones de los fabricantes y los resultados mas destacados se muestran en
la tabla 4. Ademds, en esta tabla se indica la morfologia y el tamafio promedio de las células
bacterianas determinado mediante microscopia éptica, como asi también la actividad catalasa

y oxidasa y el resultado de los ensayos de movilidad.

X

o
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Tabla 4: Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las cepas que componen
el cultivo mixto SFC 500-1.

Caracteristicas Cepal Cepa 2
Morfologia Cocobacilos G{-)  Bacilos G{+) esporulados
Tamafio (promedio) 0,7 pm 2,2 um
Movilidad - .
Produccién de enzimas

Catalasa * :
Oxidasa + +
Proteasa - +
B-glucosidasa - +
Ureasa - +
B-galactosidasa = -
Asimilacién de fuentes de carbono
Glucosa - -
Fructosa - +
Maltosa + +
Manosa + -
Sacarosa - +
Ramnosa - -
Manitol - -
Sorbitol - -
N-acetilglucosamina - +
Ac. Glucdnico + +
Ac. Céprico + -
Ac. Adipico + =
Ac. Mélico + -
Ac. Citrico +/- 2
Ac. Fenilacético + -

Para la identificacion y clasificacién taxonédmica de ambas cepas se realizé en primer
fugar la secuenciacién del gen codificante para el ARNr 16S. La secuencia correspondiente al la
cepa 1, mostré similitud con secuencias de especies del género Acinetobacter en un 99%. La
secuencia de este gen, de 1473 pb, fue cargada en GenBank bajo el codigo de acceso JX198426
y la cepa se denomind Acinetobacter sp. SFC 500-1A.

Las relaciones filogenéticas entre Acinetobacter sp. SFC 500-1A y otras cepas de este

género se representan en el dendograma de la figura 12, construido a partir de las secuencias
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del gen ADNr 16S. Como se puede observar, esta cepa formé parte de un cluster que incluyd a

cepas de A. guillouiae.

100 A haemolyticus ATCC 17906 (NR_117622.1)
IA haemolyticus MTCC 9819 (AB8S9671.1)
A bejerincki TY12 (JF742664.1)
2 A johnsonii (AF188300.1)

_{— A tandoil CCM 7199 (HQ180189.1)
s “ A parvus CHCH:C:1:4°21 (HQ424463.1)

100 — A. ursingi MTCC 9826 (ABBS96T7.1)
L A septicus AK0O1 (EF811418.1)
) |- cakcoacetious ATCC 23085 (NR_117619.1)
( 100 L A cakcoaceticus Ags-5 (FJ380124)
“ A wolf ATCC 17825 (U10875.1)
— A baylyi 1477 (EU604244.1)
= _gsL—Ag.ﬂowaeNBRCHOSSO(APOMGsOJ)
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Figura 12: Arbol filogenético correspondiente a la cepa 1.

Por otra parte, el fragmento correspondiente a la cepa 2, de 1431 pb presentd elevada
similitud (99-100%) con secuencias de especies del género Bacillus, especialmente con las
especies cereus y thuringiensis (figura 13). Dicha secuencia fue cargada en GenBank bajo el
numero de acceso JQ701739. El segundo miembro del cultivo mixto se denomind Bacillus sp.

SFC 500-1E.
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Figura 13: Arbol filogenético correspondiente a la cepa 2

La espectrometria de masas por desorcion-ionizacién laser asistida por matriz y
acoplada a un detector de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS), es una técnica que ha sido
adaptada para la identificacion de microorganismos a nivel de especie e incluso de subespecie,
que permite la obtencién de resultados de una manera rapida y segura (Espinal y col., 2012).
Dicha técnica se empleéd para la identificacién de las cepas en estudio a nivel de especie. De
acuerdo a los resultados obtenidos, la cepa Acinetobacter sp. perteneceria a la especie A.
guillouiae (score: 2,24), y la cepa Bacillus se clasificaria como B. cereus (score: 1,96). Como la
confiabilidad de los resultados depende de los scores obtenidos, que deben ser mayores a 2, se
decidié continuar nombrando a la cepa 2 como Bacillus sp. SFC 500-1E, mientras que la cepa 1

comenzé a denominarse A. guillouiae SFC 500-1A.
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5.3.2. Remocién individual de Cr(VI) o fenol por el cuitivo mixto SFC 500-1

Se analizé el crecimiento y la capacidad del cultivo mixto SFC 500-1 para remover
concentraciones de Cr(Vl) comprendidas entre 10 y 100 mg/l en medio TY. Los mismos
parémetros se evaluaron en presencia de fenol entre 100 y 1000 mg/l, empleando los medios

de cultivo TY y MM1.

Como se observa en la figura 14 la adicién de Cr(Vi) en medio TY hasta 25 mg/l no
afecté de forma marcada el desarrollo microbiano, pero concentraciones de 50 y 100 mg/I
causaron una importante disminucion en el crecimiento del cultivo mixto. A pesar de eso, SFC
500-1 removié total o parcialmente todas las concentraciones incorporadas, alcanzando un
maximo potencial de remocién de 35 mg/l cuando se lo expuso a 50 mg/l del metal. La
velocidad del proceso fue elevada durante las primeras 24 horas y se incrementd al aumentar

la concentracién de Cr(Vi) de 10 a 50 mg/I.
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Figura 14: Remocion de Cr(VI} (barras) durante el crecimiento (lineas} del cultivo mixto
SFC 500-1 en presencia de diferentes concentraciones del metal. Los datos representan la
media * EE (n=9).

En cuanto a los resultados obtenidos en presencia de fenol (figura 15) este compuesto
no afectd significativamente el crecimiento del cultivo mixto en el medio TY, que es
nutricionalmente complejo. Por el contrario, en el medio minimo MM1, el incremento en su
concentracion hasta 1000 mg/l favorecidé significativamente el desarrollo bacteriano,

alcanzando mayor crecimiento en presencia de este contaminante que en condiciones control.
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A diferencia de 1o ocurrido con Cr(VI}, todas las concentraciones incorporadas de fenol
{hasta 1000 mg/l) fueron completamente removidas de ambos medios de cultivo en menos de
72 horas. Por esta razon, se decidio graficar la velocidad de degradacién del contaminante. Tal
parametro varié al modificarse su concentracién inicial y el medio de cultivo empleado. En la
figura 15 se puede observar que al aumentar la concentracion de fenol, en general también
aumentd la velocidad de los microorganismos para removerlo completamente. Esta tendencia
fue similar en ambos medios de cultivo, pero las mejores velocidades de remocién se
obtuvieron en el medio MM1, registrdndose valores superiores a 18 mg/l/h para

concentraciones de fenol de 750 y 1000 mg/I.
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Figura 15: Maximo crecimiento (lineas) y velocidad de remocién de fenol (barras)
alcanzados por el cultivo mixto SFC 500-1 en presencia de concentraciones crecientes
del contaminante y diferentes medios de cuitivo. Los datos representan la media t EE
(n=9).

Como se puede deducir a partir de los resultados obtenidos, el Cr(VI) resultdé mas
téxico para el crecimiento bacteriano que el fenol, en menores concentraciones. Esto podria
deberse a que el Cr(Vi) no es un metal esencial para los microorganismos, mientras que el
fenol, por ser un compuesto organico, es susceptible a la degradacion enzimatica y podria ser
empleado como fuente de carbono (Basha y col., 2010).

Por otro lado, se demostro que la remocion de Cr(VI) por el sistema en estudio se
limitaria con el tiempo de cultivo. El consumo de fuentes de electrones en el medio o la
pérdida de células activas y la muerte celular causadas por el fuerte potencial oxidativo del

Cr(V1) podrian explicar tal comportamiento (Ramirez-Diaz y col., 2008). Contrariamente, el
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cultivo mixto demostré una elevada eficiencia para la remocion de fenol en condiciones
nutricionales diversas, incluso en el medio TY, que contiene fuentes de carbono facilmente
asimilables. Este resultado revela su elevado potencial para ser aplicado en la remocién de
fenol en ambientes de diversa composicién, y le otorga ciertas ventajas con respecto a algunas
bacterias que mostraron represion catabdlica durante la degradacién de compuestos
organicos en presencia de otras fuentes de carbono (Ribeiro Bastos y col., 2000). Por otro lado,
el crecimiento bacteriano asociado al proceso de remocién en un medio mineral sugiere que el
cultivo mixto en estudio seria capaz de metabolizar el contaminante, empledndolo como

fuente de carbono.

5.3.3. Remocion simulténea de Cr{VI) y fenol en diferentes medios de cultivo

Si bien se comprobé la capacidad del cultivo mixto SFC 500-1 para tolerar y remover
simultdneamente ciertas concentraciones de Cr{Vl) y fenol, esas determinaciones se realizaron
en dos condiciones nutricionales extremas, es decir, en un medio rico y un medio mineral
conteniendo sélo fenol como fuente de carbono. Con el fin de analizar el comportamiento de
este sistema bioldgico para co-remediar ambos compuestos en condiciones nutricionales
intermedias y seleccionar un medio de cultivo éptimo para continuar con los ensayos, se
evalud su eficiencia de remocién de Cr(V1) (25 mg/l) y fenol (300 mg/l) en medios con diferente

contenido de nutrientes.
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Figura 16: Remocion simultdnea de Cr(VI) (25 mg/l) y fenol (300 mg/l) por el cultivo
mixto SFC 500-1 en diferentes medios de cultivo sintéticos, tras 72 horas de
incubacion. Los datos representan la media * EE (n=9). Letras diferentes indican DES
entre los porcentajes de remocién de Cr(VI) obtenidos bajo condiciones distintas.
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En esos experimentos se logré una elevada remocion de fenol en todas las condiciones
analizadas, pero la remocidn de Cr(VI} varié segun el medio de cultivo empleado. La figura 16
muestra que en los medios minerales con fenol como unica fuente de carbono (MM1 y MM2),
la remocion de Cr{Vl} no excedié el 27%. Sin embargo, los porcentajes de remocién se
incrementaron significativamente por encima de 45% y 62% cuando se emplearon medios
conteniendo concentraciones crecientes de extracto de levadura y tripteina como fuentes
adicionales de electrones (MYT1/4 y MYT1/2, respectivamente), obteniéndose los mejores
resultados (80%) en el medio nutritivo TY. De manera similar, el crecimiento registrado fue
mayor en aquellos medios nutricionalmente mas ricos (Resultados no graficados).

En los controles no inoculados, no se detectd remocion significativa de los
contaminantes hacia el final de los experimentos, por lo cual se asume que el proceso
dependid exclusivamente del metabolismo microbiano y no de factores abidticos.

Los resultados obtenidos permitirian seleccionar al medio TY como el mas propicio
para estimular la capacidad de biorremediacién del cultivo mixto y correlacionar la remocién
de Cr(VI) con la composicion nutricional del medio empleado, considerando que la eficiencia
del proceso fue mayor cuanto mayor contenido de materia organica tenia el medio. De forma
similar, la utilizacién de medios de cultivo nutricionalmente complejos ha potenciado la
capacidad de remocidn de Cr(Vi) de diversos microorganismos (Polti y col., 2007). Ademas, la
incorporacion de fuentes de electrones adicionales, como glucosa, ha sido planteada como
una estrategia de bioestimulacién para la remediacién simultanea de Cr(VI) y contaminantes
organicos por otros sistemas bioldgicos (Chirwa y Smit, 2010).

Los efluentes industriales contaminados con Cr{VI) y fenol suelen presentar variaciones
periodicas en su composicion y pueden ser tan pobres nutricionalmente como aquellos
provenientes de industrias quimicas y metallirgicas o contener elevadas concentraciones de
materia orgdnica, como los efluentes de curtiembre, procesado de papel o industrias textiles
(Tiku y col., 2010; Tripathi y col., 2011; Gunasundari y Muthukumar, 2013). Si se considera esa
informacidn, es destacable la capacidad del cuitivo mixto para remover, en mayor o menor
medida, ambos contaminantes en medios de cultivo con diferente concentracién de
nutrientes.

Para evaluar la aplicabilidad del cultivo mixto en un efluente real, se analizé durante 3
dias la remocién simultanea de Cr(Vl) y fenol en el efluente de curtiembre, recolectado en dos
oportunidades independientes. En dichos experimentos se observdé que el cultivo mixto
removio casi la totalidad del fenol y alrededor del 35% del Cr(VI) incorporado. Tal resultado se

debié probablemente a la accidn sinérgica de la flora nativa con el cultivo mixto, considerando
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que los controles con el efluente sin inocular presentaron capacidad de remediacién (figura

17).
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Figura 17: Remocion de Cr{Vl) (25 mg/l) y fenol (300 mg/l) en un efluente de
curtiembre por el cultivo mixto SFC 500-1 y por la flora nativa (control). Los datos
representan la media  EE (n=9).

Lo mas relevante de estos resultados es que SFC 500-1 no sélo seria capaz de remover
los contaminantes en medios sintéticos, sino también en un efluente real, donde las
condiciones de crecimiento no son las Optimas y ademas existe flora microbiana nativa, que
puede alterar el desarrollo de bacterias exdgenas. A lo largo de esta tesis, los experimentos
continuaran llevandose a cabo en medios sintéticos, pero estos resultados constituyen una
evidencia del potencial que el cultivo mixto presentaria para la remocion simuiltanea en aguas

residuales de origen industrial.

5.3.4. Crecimiento y proporcién de cada cepa durante el proceso de remocién

Se evalud el recuento bacteriano durante la remocién simultanea de 25 mg/| de Cr(VI)
y 300 mg/I de fenol en medio TY, bajo condiciones dptimas.

La figura 18 muestra que el ndmero de células se incrementé en mas de un logaritmo a
lo largo de las primeras 24 horas de incubacion, detectdndose una marcada prevalencia de A.
guillouige con respecto a Bacillus sp., en una relacion superior a 90:10 en la mayoria de los
tiempos analizados. De manera similar, algunos autores establecieron que la abundancia

relativa de las cepas que componen ciertos consorcios bacterianos de ambientes
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contaminados permanece constante durante el proceso de remocion. Ademas, aquellos
microorganismos con mayor capacidad de biorremediacién suelen encontrarse en una
proporcién mas elevada que los que no la poseen (Desai y col., 2009). La mayor proporcién de
A. guillouiae en el cultivo mixto podria estar relacionada, por lo tanto, con su implicancia en el
proceso de remocién.

Por otro lado, la remocién se asocid directamente con el crecimiento microbiano,
observandose un maximo durante las primeras 24 horas.

Estos resultados plantean la necesidad de comprender la funcién de cada cepa y su

capacidad individual para remover los contaminantes en estudio.
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Figura 18: Crecimiento del cuitivo mixto SFC 500-1 en presencia (tratamiento) y
ausencia (control) de Cr(Vl) y fenol y remocion de ambos contaminantes a lo largo
del tiempo. Las barras representan la concentracion residual de cada contaminante
a lo largo del tiempo y las lineas, la tendencia del crecimiento bacteriano. Los
porcentajes sobre cada punto de la curva indican la proporcion de Bacillus sp. en
relacién al recuento total. Los datos representan la media + EE (n=9).

5.4. Implicancia de A. guillouiae y Bacillus sp. en la remocién de los contaminantes

5.4.1. Tolerancia y remocion de Cr(V1)

Se analiz6 durante 72 horas la capacidad de A. guillouiae SFC 500-1A y Bacillus sp. SFC
500-1E para crecer en medio TY conteniendo Cr(VI) (10-100 mg/I) y remover el compuesto.

Los dos microorganismos crecieron en presencia del metal, aunque su

comportamiento varié con la concentracion evaluada. El efecto negativo del Cr(Vi) fue mas
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evidente sobre el crecimiento de Bacillus sp. que sobre el de A. guillouiae (figura 19A y B). En
esta figura puede observarse ademds, que ambos microorganismos removieron elevados
porcentajes de 10 y 25 mg/i de Cr{VI), siendo mas eficiente Bacillus sp. Sin embargo, cuando la
concentracion se incrementd a 50 y 100 mg/i, A. guillouiae alcanzd mayores porcentajes de
remocion.

Estos resultados demuestran que el potencial del cultivo mixto para remediar Cr(VI) en
las condiciones evaluadas seria producto de la actividad sinérgica de los microorganismos que

lo componen y no sélo de uno de ellos.
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Figura 19: Maximo crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de Cr{VI) {lineas) y remocion
del metal (barras) por A. guillouiae (A) y Bacillus sp. (B) luego de 72 horas de incubacién. Los datos
representan la media £ EE (n=9).

5.4.2. Toleranciay remocién de fenol

En secciones anteriores se demostré una correlacion entre el crecimiento del cultivo
mixto y la remocién de fenol. Sin embargo, queda por comprender la capacidad de cada cepa
para tolerar el compuesto y la influencia de éstas en el proceso de remocidn/degradacién del
mismo. Por lo tanto, se evalud en primer lugar el crecimiento de A. guillouiae y Bacillus sp.
durante 72 horas en dos medios de cultivo diferentes, conteniendo concentraciones crecientes

de fenol (100-1000 mg/1).
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Figura 20: Maximo crecimiento alcanzado por A. guillouiae (A} y Bacillus sp. SFC 500-1E (B) en 72
horas en dos medios de cuitivo con diferentes concentraciones de fenol. Los datos representan la
media + EE (n=9). Los asteriscos indican DES entre el crecimiento en condiciones control {fenol 0
mg/l) y los tratamientos con diferentes concentraciones del contaminante, para cada medio de
cultivo empleado.

En estos ensayos se determind que el medio TY fue el mas favorable para el desarrollo
microbiano (figura 20). Sin embargo, la adicion de fenol en este medio afecté de forma
significativa el crecimiento de Bacillus sp (p<0,05). Por el contrario, el crecimiento de A.
guillouiae so6lo se redujo parcialmente ante la presencia de 1000 mg/I del contaminante.

En medio MM1, las bacterias mostraron un comportamiento diferente. Mientras que
el desarrollo de A. guillouiae fue reducido en el medio control (que contenia 0,3 g/l de extracto
de levadura como suplemento nutritivo) y aumento con el incremento de la concentracién de
fenol, Bacillus sp. alcanzé un crecimiento similar en presencia y ausencia del contaminante.

Si bien ambas bacterias crecieron en presencia de fenol, Bacillus sp. no fue capaz de
remover concentraciones significativas del contaminante, alin después de 10 dias de ensayo.
Posiblemente su crecimiento basal en medio MM1 podria asociarse al consumo de los
compuestos organicos presentes en el extracto de levadura. A. guillouiae, por el contrario,
presentd elevada capacidad de degradacion de fenol en ambos medios, coincidiendo con los
resultados obtenidos con el cultivo mixto. La remocién maxima de 1000 mg/| se alcanzé entre
las 48 y 72 horas en ambos medios (figura 21). Esta cepa seria, por lo tanto, la responsable de

la elevada capacidad de remocion de fenol del cultivo mixto.
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Figura 21: Remocién de fenol en medio TY (A} y MM1 (B) por A. guillouige. Los datos
representan la media + EE (n=9).

En relacidn a los resultados obtenidos, Acinetobacter se conoce como un género
bacteriano de gran interés cientifico y ambiental, debido a la capacidad de numerosas especies
pertenecientes a dicho género para biodegradar, lixiviar y eliminar contaminantes orgdnicos e
inorganicos peligrosos, entre otras diversas actividades biotecnologicamente importantes (El-
Haleem, 2003). Sin embargo, A. guillouiae es una especie que se ha descripto recientemente
(Nemec y col., 2010), por lo que no existe demasiada informacion acerca de su potencial para
detoxificar compuestos de este tipo.

Por otro lado, Bacillus sp. fue capaz de tolerar fenol, pero no contaria con el potencial
metabdlico para degradarlo en las condiciones analizadas. Este comportamiento pone en
evidencia el hecho de que una bacteria pueda tolerar un contaminante, no necesariamente

esta relacionado con su capacidad para detoxificarlo.

5.4.3. Remocién de Cr{VI) en presencia de fenol: Comparacién entre el cultivo
mixto y los microorganismos aislados

Se evalud la eficiencia de A. guillouiae y Bacillus sp. SFC 500-1E para remover 10, 25y
50 mg/l de Cr(VI) en presencia de 300 mg/l de fenol. Los resultados se compararon con

aquellos obtenidos por el cultivo mixto SFC 500-1, y se resumen en la tabla 5.
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Tabla 5: Concentracién de Cr(VI) removido en presencia de fenol y velocidad del proceso de
remocion, utilizando cada cepa y el cultivo mixto.

A. guillouiae Bacillus sp. Cultivo Mixto
— crivi) Velocidad® Cr{v1) Velocidad® cr(vi) Velocidad®
removido removido removido
inicial mg/i/h h mg/l/h
10mg/l  8,910,6° 0,30 +0,03° 9,0 +0,5° 0,32 +0,02° 9,7 +0,3° 0,37 +0,04°

25mg/l 185#15"°  0,5410,1° 16,0+1,0° 0,4810,1° 19,9 +1,1° 0,81 £0,04°
50 mg/l 23,6 £3,5° 0,87 +0,1° 11,3+2,5° 0,5410,2° 28,2 45,6¢ 1,07 £0,10°

“Velocidad calcufada hasta las primeras 24 horas.

Los datos representan la media + EE (n=9). Letras diferentes indican DES (p< 0,05) en las
concentraciones de Cr(VI) removidas o en la velocidad de los procesos de remacion, entre los tres
sistemas bioldgicos analizados.

En estos experimentos se observé que la remocién de 10 mg/l de Cr(Vl) fue
practicamente total en los tres sistemas, sin diferencias significativas entre ellos. Sin embargo,
esta situacidn se modificé al incrementar las concentraciones del metal. De las dos cepas
aisladas, A. guillouiae alcanzé el mayor porcentaje de remocion de 25 y 50 mg/l, aunque el
cultivo mixto fue mas eficiente en ambas condiciones. SFC 500-1 fue capaz de remover hasta
28 mg/l de Cr(V1}, a una velocidad maxima de 1,07 mg/l/h, alcanzdndose casi el total de la
remocién durante las primeras 24 horas, mientras que los microorganismos aislados
requirieron mayor tiempo para alcanzar su méaxima capacidad.

En cuanto a la remocién de fenol, sélo A. guillouiae degradé completamente el
compuesto en presencia de Cr(V1), con una eficiencia similar a la del cultivo mixto (datos no
graficados). Bacillus sp., por el contrario, fue incapaz de remover este contaminante en 72
horas. En base a estos resultados se puede sefialar a A. guillouiae como la cepa mas adecuada
para la remocion simultdnea de ambos compuestos. Sin embargo, el cultivo mixto fue mas
eficiente para remover Cr(Vl) en menor tiempo que sus componentes microbianos aislados,
teniendo en cuenta que en 24 horas practicamente se alcanzé la méaxima remocidon del metal.

Existen numerosos reportes bibliograficos que evidencian la superioridad de los
cultivos mixtos en relacion a sus componentes microbianos para detoxificar mezclas de
contaminantes, sugiriendo la importancia de las relaciones interespecificas y la interaccién
metabdlica en los procesos de biorremediacion (Molokwane y col., 2008; Mikeskova y col.,
2012; Hays y col., 2015). En base a los resultados obtenidos y a los antecedentes citados,
consideramos que es mas propicio continuar con los experimentos de remocién empleando el

cultivo mixto SFC 500-1, en lugar de sus cepas aisladas. Sin embargo, la comprensién del

=
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potencial metabdlico y los mecanismos implicados en el proceso requerird de la evaluacion

individual de ambas bacterias.

5.5. Optimizacidén de las condiciones de remocién simultanea del cultivo mixto
SFC 500-1 a pequefia escala y a escala piloto

5.5.1. Efecto del pH, temperatura y velocidad de agitacién

La biorremediacién no sélo depende de la capacidad intrinseca de los microorganismos
empleados. Como todo sistema bioldgico, el potencial de los mismos para remover
contaminantes es variable y se ve afectado por las fluctuaciones en diferentes pardmetros
fisico-quimicos del ambiente en el que se encuentren. Por lo tanto, se analizé el efecto de
variar el pH, la temperatura y velocidad de agitacion, sobre la capacidad de remocion
simultdnea de Cr(VI) (25 mg/l} y fenol (300 mg/l) del cultivo mixto SFC 500-1 creciendo en
medio TY.
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Figura 22: Efecto del pH (A), temperatura (B) y velocidad de agitacién (C) sobre la capacidad de
remocion simultanea de Cr(Vl) y fenol por el cultivo mixto SFC 500-1. Los datos representan la
media + EE (n=9). En (D) se representan las velocidades de remocién obtenidas para cada
compuesto en las diferentes condiciones evaluadas. Letras diferentes indican DES en la remocién de
Cr(Vl) alcanzada bajo distintas condiciones de operacién analizadas.
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A partir de esos experimentos se determind que SFC 500-1 fue capaz de
biotransformar ambos compuestos a pH acido, neutro y alcalino, aunque las condiciones
extremas (pH 4, 11 y 12) resultaron inhibitorias para el proceso (figura 22 A). Los valores de pH
Sptimos para la remocioén de Cr{VI) estuvieron entre 5 y 7 y, aunque la remocion de fenol fue
total en un rango de pH entre 5 y 10, las maximas velocidades del proceso se alcanzaron a pH
7. Por lo tanto, las soluciones neutras o ligeramente acidas serian las mas propicias para la
remocién simultanea.

Por otro lado, al aumentar la temperatura de 20 a 30 °C se increment6 el potencial del
cultivo mixto para remover Cr(Vl), aunque los mejores resultados se obtuvieron entre 28-30 °C
(Figura 22B). Ademas, la remocidn de fenol fue total en ese rango de temperaturas. Sin
embargo, la incubacion a mas de 35 °C afecté negativamente la degradacién del compuesto
organico, que se inhibié por completo a 40 °C.

Por ultimo, si se considera que un aumento de 120 a 250 rpm de agitacién aceleré el
proceso de remocidon simultanea (figura 22D), pero no modificd significativamente los
porcentajes removidos de los contaminantes (figura 22C), se podria suponer que la velocidad
de agitacion seria el pardmetro que menos afectdé el potencial de los microorganismos en
estudio para la remediacidn a escala laboratorio.

Las condiciones fisico-quimicas tales como el pH y la temperatura alteran fuertemente
la ionizacidn y el plegamiento de proteinas, afectando la actividad enzimatica y los procesos
celulares (Zhang y Li, 2011). Estd claro, entonces, que exponer a los microorganismos a
condiciones ambientales alejadas de las 6ptimas puede reducir fuertemente su potencial de
biorremediacidn. Tal es el caso de la pérdida casi total en la capacidad de degradar fenol por
Pseudomonas sp. SAO1 al elevar dos unidades de pH por encima del 6ptimo (Shourian y col.,
2009}, o la inhibicién del proceso de reduccion de Cr(Vl) por Arthrobacter sp. SUK 1201, ante
una reduccion en la temperatura de 30° a 25 °C (Dey y Paul, 2012). Resulta relevante, por lo
tanto, destacar la versatilidad del cultivo mixto para remover ambos contaminantes bajo
diferentes condiciones fisico-quimicas. Tal capacidad le confiere ciertas ventajas desde un
punto de vista industrial sobre microorganismos mas exigentes, considerando que el
tratamiento bioldgico de efluentes contaminados requiere de la seleccién de cepas adaptables
a las fluctuaciones periddicas en su composicion y condiciones fisico-quimicas (Tadesse y col.,

2004; Phugare y col., 2011).
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5.5.2. Efecto de la pre-adaptacién a los contaminantes sobre la remocion
simultanea

Se evalué el efecto de pre-adaptar al cultivo mixto SFC 500-1 a diferentes
concentraciones de Cr(Vl) y/o fenol durante 18-24 horas, sobre su capacidad para remover de
forma simultanea Cr(V1) (25 mg/l) y fenol (300 mg/l). Las condiciones de pre-adaptacion
evaluadas fueron Cr(VI) (2,5 y 5 mg/l) en presencia de fenol (100 mg/l) y Cr(V1) (2,5 mg/l) y

fenol (100 mg/l) de manera independiente. Los resultados se grafican en la figura 23.
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Figura 23: Remocion simultdnea de fenol (A) y Cr(V!) (B}, por el cultivo mixto SFC 500-1
creciendo en condiciones control, y pre-adaptado con diferentes concentraciones de esos
contaminantes. Los datos representan la media + EE (n=9). Los asteriscos indican DES (p<
0,05) en relacidn a la remocién alcanzada por el control.

La pre-adaptacidén con ambos contaminantes, asi como también con Cr(Vl) mejord la

degradacién de fenol, reduciéndose significativamente los tiempos necesarios para la
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completa remocién de este compuesto aromatico. Sin embargo, la pre-adaptacién sélo con
fenol no mejoré su remocién. Es de destacar que ninguna de las condiciones evaluadas
favorecié la remocién de Cr(Vt), que continué siendo el compuesto limitante durante la co-
remediacién.

Estos resultados evidencian que el cultivo mixto es capaz de remover eficientemente
Cr(Vi} y fenol sin la necesidad de llevar a cabo un proceso de pre-adaptacion a los mismos pero
que, sin embargo, hacerlo crecer en presencia de bajas concentraciones de dichos
contaminantes constituiria una estrategia para incrementar su potencial de remediacion,
probablemente a causa de la regulacién e induccidn de enzimas implicadas en el proceso (Ojo
y col., 2007; Bajaj y col., 2008).

Ademas, su buena eficiencia de remocién en todas las condiciones analizadas, permite
suponer que no se veria afectado por la presencia de trazas de estos contaminantes si se

requiriera emplearlo en procesos operados de forma continua.

5.5.3. Efecto de la concentracion inicial de los contaminantes sobre la remocion
simultanea

Se analizé la eficiencia de! cultivo mixto SFC 500-1 para remover simultdneamente
concentraciones crecientes de Cr(Vl) (10, 25 6 50 mg/l) en combinacién con 100, 300, 500 y
750 mg/1 de fenol.

En dichos ensayos se observé que la remocion de Cr(Vl) varié segun la concentracion
incorporada de ambos contaminantes, mientras que la remocién de fenol fue total en todas las
condiciones. Por lo tanto, en la figura 24 se representan el Cr{Vl) removido y la velocidad
maxima de degradacion de fenol alcanzados en 120 horas de ensayos para todas las
combinaciones de los contaminantes evaluadas.

Como se resume en la figura 24, la maxima remocién de Cr{Vl) fue de
aproximadamente 30 mg/l, cuando se combinaron 50 mg/!l del metal con 100, 300 y 500 mg/I
de fenol. Dicho resultado fue similar al alcanzado cuando este contaminante se incorporé de
manera individual en el medio de cultivo (Ver figura 14). Sin embargo, la presencia de 750 mg/I
de fenol provocéd una reduccién significativa en la remocion de las concentraciones mas
elevadas de Cr(VI).

Por otro lado, como ya se menciond, el fenol fue degradado completamente en todas
las condiciones, con una maxima velocidad de 15,4 mg/I/h para 750 mg/l en presencia de 10
mg/| de Cr{VI). No obstante, el incremento en la concentracién de Cr{VI) a 50 mg/i provocd una

disminucidn significativa en la velocidad del proceso (12 mg/I/h).
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Figura 24: Remocién de diferentes concentraciones de Cr{Vl) (10; 25; 50 mg/l) en
presencia de fenol (100; 300; 500; 750 mg/l). La remocién de Cr{V!) se representa con
barras y los simbolos ( B ) indican la velocidad maxima de remocién de fenol. Los datos
representan la media t EE (n=9). Letras diferentes indican DES {p<0,05) en la remocién de
cada concentracidn de Cr{V1) en presencia de diferentes concentraciones de fenol.

El analisis de los resultados de remocién simultanea requiere considerar las
alteraciones fisiolégicas y metabdlicas que las mezclas de contaminantes pueden provocar
sobre los microorganismos y el impacto que esto genera sobre su potencial de
biorremediacion. En ese sentido, la toxicidad que dichas mezclas generan sobre los
microorganismos es a menudo mayor que la simple combinacion de sus toxicidades
individuales, a causa de procesos de interaccién que muchas veces no son considerados (Malik
y col., 2014). Un ejemplo tipico de esta problematica es la inhibicidn que generan los metales
pesados sobre la degradacién de xenobidticos por diversas cepas bacterianas (Sandrin y Maier,
2003). En ese sentido, ciertos cultivos microbianos puros y mixtos mostraron diferentes tipos
de alteracién dosis-dependiente en sus capacidades de remocidn de Cr(Vl) y fenoles. Por
ejemplo, la presencia de 3,5 mg/l de Cr(VI) causé un descenso del 50% en la degradacién de
700 mg/l de fenol por Acinetobacter sp. B9 (Bhattacharya y col., 2014), mientras que la
capacidad de un consorcio bacteriano para remover 250 mg/l de fenol se redujo casi
completamente cuando se incorporaron 15 mg/l de Cr(Vl) en su medio de cultivo {Liu y col.,

2008).
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En base a esos antecedentes, resulta relevante que el cultivo mixto SFC 500-1 haya
sido capaz de remover mas del 50% de 50 mg/| de Cr(VI) en presencia de altas concentraciones
fenol, alcanzando simultaneamente velocidades elevadas de degradacion de dicho compuesto

aromatico.

5.5.4. Efecto del cambio de escala sobre la remocién simultanea

La utilizacion eficiente de microorganismos aerobios para diferentes procesos
biotecnoldgicos requiere del desarrollo correcto de la aireacion, mezclado y eliminacién del
calor, operaciones que permiten mantener la aerobiosis y cierta homogeneidad en los
parametros fisicoquimicos (Najafpour, 2015). Las mismas son fdciles de controlar en los
fermentadores de laboratorio, pero a medida que aumenta el volumen a tratar, también lo
hacen los parametros de cultivo. Por lo tanto, un paso importante a la hora de optimizar las
condiciones de remocidn del cultivo mixto SFC 500-1 consistié en evaluar su comportamiento a
mayor escala, teniendo en cuenta que esta tesis doctoral apunta a una posible aplicacién del
sistema para el tratamiento de grandes volumenes de efluentes contaminados.

Para llevar a cabo tal objetivo, se empled un reactor de tanque agitado de 5 litros de
capacidad conteniendo 2 litros de medio TY, a pH 7 y 30 °C, donde se evalud la remocién
simultanea de 25 mg/l de Cr(VI) y 300 mg/! de fenol bajo diferentes condiciones de agitacién
(200, 300, 400 y 500 rpm) y de aireacion (0, 1y 3 vvm).

En primer lugar, la eficiencia del cultivo mixto para co-remediar Cr(Vl) y fenol fue
maéxima cuando se lo agité a 300 rpm, pero se redujo significativamente cuando la velocidad
empleada fue 200 rpm, condicién que habia sido seleccionada como dptima en los
experimentos efectuados en Erlenmeyers (figura 25 A y B). La agitacion a 400 y 500 rpm
acelerd la degradacion de fenol, requiriéndose un tiempo menor a 16 horas para la remocion

total. Sin embargo, no mejoré la remocion de Cr(Vi) en el periodo evaluado (figura 25 Cy D).
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Figura 25: Remocidn de Cr(Vi) y fenol durante el crecimiento del cultivo mixto SFC 500-1 en un
reactor de tanque agitado operado a diferentes velocidades de agitacién: {(A) 200 rpm, (B) 300
rpm, (C) 400 rpm y (D) 500 rpm. Los datos representan la media t EE (n=3).

Si se compara estos resultados con los obtenidos en Erlenmeyers (figura 22C), se
puede deducir que al incrementar el volumen de trabajo, también se incrementé la influencia
de la velocidad de agitacion en la remocion. Ademas queda claro que las condiciones dptimas
de agitacion no fueron extrapolables de pequefia escala a mayores volimenes. En ese sentido,
cuando se trabaja con pocos mililitros de cultivo, con una agitacidn leve se puede lograr un
correcto mezclado. Sin embargo, si se aplica esa misma velocidad de agitacién para volumenes
significativamente mayores (100 veces, en este caso particular), podrian generarse regiones
con deficiente contenido de nutrientes o inadecuadas temperaturas o pH, lo cual se asocia
directamente con una pérdida de la productividad (Namdev y col., 1994).

Todos los experimentos previamente mencionados se llevaron a cabo insuflando de
forma constante 1 vvm de aire estéril. Por lo tanto se decidié evaluar el efecto de la aireacion
sobre el potencial del cultivo mixto para remover los contaminantes. Para ello, se analizé el

comportamiento de los microorganismos cuando la velocidad de agitacién fue 300 rpm,
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incrementando a 3 vvm el aire insuflado. También se realizaron experimentos sin insuflar aire
al sistema.

Como se observa en la figura 26, la remocién simultanea se modificé al variar el flujo
de aire en el interior del reactor. Cuando no se incorporé una fuente adicional de oxigeno, el
cultivo mixto no crecié ni removid ninguno de los dos contaminantes durante las 48 horas
evaluadas. Por lo tanto, la turbulencia producida durante el proceso de mezclado no seria
suficiente para proporcionar una correcta aireacion y, por consiguiente, una buena eficiencia
de remocion.

Por otro lado, el cambio en la aireacion de 1 a 3 vvm provocd [a disminucién en un 20%
en la remocion de Cr(Vl) en 48 horas y aceleré la remocién total de 300 mg/l de fenol,
alcanzando una velocidad maxima de 18 mg/l/h contra valores de 8,5 mg/l/h logrados con 1
vvm,

La relevancia de este ultimo resultado radica en cuestiones relacionadas con la
aplicaciéon del cultivo mixto en efluentes estancados o &reas contaminadas con escasa
oxigenacion. Considerando esto, tal vez el sistema en estudio sea mds adecuado para ser

aplicado en el interior de reactores o en piletas de tratamiento con regimenes de aireacion.
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Figura 26: Maximo crecimiento y remocion de Cr(VI) y fenol alcanzados por el cultivo
mixto SFC 500-1 en un reactor de tanque agitado con diferentes condiciones de
aireacion. Los datos representan 1a media + EE (n=3).

En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron como condiciones éptimas de
operacidn en el reactor, para obtener la mejor remocién simultanea, una agitacién a 300 rpmy

una aireacion de 1 vwm.
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Un dato destacable es que el crecimiento bacteriano fue similar en todas las
condiciones de trabajo en las que se insuflé aire al sistema (figuras 25 y 26). Sin embargo, se
detectd un incremento en la proporcién de A. guillouiae sobre Bacillus sp. cuando se sometid
al cultivo mixto a mayores velocidades de agitacion y tasas de aireacién (datos no graficados).
Probablemente, esta modificacion en la proporcién de las cepas afectd el potencial de SFC
500-1 para remover los contaminantes.

Un comportamiento tipico observado en reactores de tanque agitado es un aumento
en el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (K.a) al aumentar la agitacién y la
aireacion (Erazo y Cardenas, 2001; Clarke y col., 2006; Garcia-Ochoa y Gomez, 2009), efecto
que favorecio la degradacion de fenol por algunas bacterias aerobias (Busca y col., 2008;
Paisio y col., 2012). Es probable, entonces, que la mayor eficiencia de remocién de fenol
observada cuando el cultivo mixto SFC 500-1 se desarrollé a mayor velocidad de agitacién y
aireacion esté asociada ademads, con la estimulacién de vias metabdlicas que involucren fenol
hidroxilasas, enzimas fuertemente dependientes de la presencia de oxigeno. No obstante, ese
potencial incremento en el K.a por encima de ciertos niveles, tendria el efecto contrario sobre
la remocidn de Cr(VI). Si tal remocién se asocia a su reduccién a la forma trivalente, podria
suponerse algun tipo de alteracion en la actividad de las enzimas implicadas en el proceso.

Es importante destacar que para validar las hipétesis planteadas, seria necesario
realizar la determinacién empirica de K,a, ademas de profundizar el conocimiento sobre los
mecanismos que participan en la remocion simultanea observada.

Finalmente, si se comparan los resultados obtenidos con el cuitivo mixto para la co-
remediacion en Erlenmeyers y en un reactor de tanque agitado bajo condiciones 6ptimas, se
puede observar que las concentraciones removidas de ambos contaminantes fueron similares
en los dos sistemas, pero que el proceso fue mas lento a escala piloto (figura 27). En
Erlenmeyers el crecimiento y la remocién ocurrieron de forma simultanea, alcanzando su
maximo antes de las primeras 24 horas (figura 27A), mientras que en el interior del reactor el
desarrollo bacteriano fue rapido pero la remocidn continud incluso durante la fase de muerte

celular (figura 278).
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Figura 27: Remocion de Cr(VI) y fenol, modificacién del oxigeno disuelto y los valores
de pH durante el crecimiento del cultivo mixto SFC 500-1 en Erlenmeyers (A) y en un
reactor de tanque agitado {B). Los datos representan la media £ EE (n=3).

 Por otro lado, se analizé la modificacién del pH y la concentracién de O, disuelto
durante el transcurso del tiempo, parametros que se comportaron de manera similar en las
dos condiciones y dependieron del crecimiento microbiano (figura 27). El O, disuelto se redujo
durante la fase de maximo crecimiento y se restablecid casi por completo luego de 30-36
horas. Ademas, el crecimiento microbiano per se provocé una alcalinizacion en el medio de
cultivo, alcanzandose valores de pH alrededor de 8,5 (datos no graficados), pero la remocién
de los contaminantes elevd aun mas el pH (9-9,5). En ese sentido, se ha descripto que la
reduccién de Cr(VI) a Cr{lll) por algunas cepas microbianas provoca la alcalinizacidn del medio
de cultivo debido a la formacién de Cr(OH); o complejos con compuestos organicos presentes

en el medio de cultivo (Puzon y col., 2005).
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En base a esos antecedentes, resulté relevante evaluar el contenido y distribucién de
las especies de Cr(Vl) y Cr{lll) en el sobrenadante y la biomasa luego del proceso de remocion y
de esa manera comprender el potencial de los microorganismos que componen el cultivo
mixto, para detoxificar el metal. En esos ensayos se demostré que alrededor del 75% del Cr(VI)
se redujo a Cr(lll), que fue posteriormente detectado en las dos fracciones investigadas,
mientras que un 25% permanecié como Cr(Vl), principalmente en el medio de cuitivo (figura

28).

i Cr(V1) Sobrenadante
M Cr(I1l) Sobrenadante
&d Cr(V1) Biomasa
ui Cr(lil) Biomasa

Figura 28: Distribucion de las especies de Cr(VI) y Cr{lll) en sobrenadante y
biomasa del cultivo mixto SFC 500-1 luego de 72 horas de crecimiento en
medio TY con 25 mg/l de Cr(VI) y 300 mg/i de fenol.

Es probable, entonces, que el cultivo mixto presente actividad cromato reductasa.
Dicha capacidad resulta beneficiosa desde un punto de vista ambiental, si se considera la
menor toxicidad del Cr{lll) con respecto al Cr(VI). En ese sentido, los mecanismos descriptos en
la bibliografia para la reduccidn de Cr(Vl) a Cr(!ll) varian en cada microorganismo. El proceso
puede ser intra o extracelular y enzimatico o no enzimatico. En el caso de los procesos
enzimaticos, las reductasas involucradas pueden ser muy diversas. Ademas, el Cr(lll) tiende a
complejarse con moléculas orgénicas, tales como proteinas intracelulares, componentes de la
superficie microbiana y compuestos solubles, como el NADH, glutatién y nanoparticulas. La
formacién de Cr(OH); es otro posible producto del proceso reductivo (Dong y col., 2013; Thatoi
y col., 2014). Los resultados obtenidos hasta el momento aportan evidencias para suponer que
el cultivo mixto seria capaz de retener en su biomasa parte del Cr(lll} formado, aunque no
permiten establecer un mecanismo especifico de reduccién de Cr{VI) ni comprender el destino
final de Cr(lll). Por lo tanto, en los préximos capitulos se intentara dilucidar de qué manera el

metal podria interactuar con las bacterias en estudio.
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Capitulo I

Empleo de la inmovilizacién bacteriana como
estrategia para mejorar la remocién simultanea
de Cr(VI) y fenol por los aislamientos seleccionados.
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6.1. Inmovilizacién microbiana

La biorremediacién de sustancias toéxicas por microorganismos constituye una
estrategia prometedora para el tratamiento de contaminantes ambientales. Sin embargo el
uso de microorganismos libres para tal fin puede presentar ciertas limitaciones, tales como el
crecimiento desmedido, susceptibilidad a factores ambientales bidticos y abidticos, asi como
dafio celular y muerte provocados por la toxicidad de los contaminantes (Kourkoutas y col.,
2004). Otra importante desventaja de la biorremediacién se basa en que la posibilidad de
introducir bacterias exdgenas en sitios afectados suele ser limitada, a causa del riesgo
ecoldgico que puede representar su diseminacién en el ambiente (Perullini y col., 2015).
Debido a ello, se han desarrollado una amplia variedad de técnicas para incrementar la
probabilidad del establecimiento, eficiencia y actividad de los microorganismos introducidos
en un ambiente natural. Entre ellas se pueden citar la bioestimulacién de la flora nativa, el uso
de lodos activados y la inmovilizacién (Martiinez-Trujillo y Garcia-Rivero, 2012}

La inmovilizacidén celular consiste en limitar la ubicacién fisica de los microorganismos
en un espacio definido, de forma natural o inducida. Esta herramienta biotecnolégica permite
mantener elevada una actividad catalitica deseada y aumentar su estabilidad fisica y biolégica
(Saez y col., 2014). Un soporte adecuado para la inmovilizacién de microorganismos con
aplicaciones ambientales debe favorecer la supervivencia celular, el metabolismo activo y la
estabilidad durante tiempo prolongado. Se requiere, ademas, que el soporte no sea toxico y
gue posea estabilidad biolégica, mecanica y térmica, asi como la porosidad adecuada para
permitir el intercambio de nutrientes con el medio y una amplia superficie de adherencia
(Gentry y col., 2004; Kourkoutas y col., 2004).

La inmovilizacidon le confiere a los microorganismos proteccion contra el estrés
ambiental y la predacién por protozoos, mayor resistencia a la toxicidad gracias a la difusion
controlada de contaminantes y la posibilidad de un suministro ininterrumpido de nutrientes
dentro de la matriz (De Bashan y Bashan, 2010; Covarrubias y col., 2012). Ademas, las células
inmovilizadas son metabdlicamente mas activas y estables que las células libres, pudiendo
reutilizarse en repetidas oportunidades sin reduccién de productividad o pérdida por dilucion.
El mantenimiento de la concentracion celular dentro de la matriz y la resistencia a la liberacion
de microorganismos hacia el medio de reaccidn, son otras dos importantes ventajas de los
sistemas inmovilizados respecto a los libres, los cuales permiten aprovechar el potencial
metabdlico de los microorganismos sin que éstos constituyan un residuo del proceso

(Martiinez-Trujillo y Garcia-Rivero, 2012; Garzén-Jiménez y Barragdn-Huerta, 2012).
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Miés alla de las ventajas que presenta el uso de bacterias inmovilizadas en
biorremediacion, si el soporte seleccionado no es el adecuado, se pueden generar limitaciones
operacionales, tales como pérdida de células por proliferacion no controlada o posible
inactivacién de las mismas durante el proceso de inmovilizacion. Ademas pueden surgir
inconvenientes asociados a problemas de difusion de los contaminantes a tratar o
acumulacién de intermediarios téxicos en la matriz. Por lo tanto, la seleccién del soporte a
emplear es un factor clave para la aplicacion ambiental de bacterias inmovilizadas {(Poopal y

Laxman 2008).

6.2. Técnicas de inmovilizacién

Dependiendo de la forma en que se produzca la inmovilizacidn, ésta puede clasificarse
en inmovilizacién pasiva o activa (Moreno-Garrido, 2008). Muchos microorganismos presentan
estructuras celulares tales como capsula o fimbrias, que les permiten unirse a superficies y
crecer en ellas, estableciendo aglomerados multicelulares de manera natural o pasiva. Durante
la inmovilizacion pasiva es comun la formacion de biofilms a partir de sustancias poliméricas
extracelulares, los cuales presentan canales que permiten el transporte de nutrientes y
desechos y favorecen el desarrollo de micronichos para la remocidn de los compuestos téxicos
(Kourkoutas y col., 2004}. Las matrices organicas serian las mas apropiadas para favorecer la
adherencia y crecimiento celular, ya que poseen grupos radicales y nutrientes aprovechables
como sustratos para los microorganismos (Cohen y col., 2001). En ese sentido, tanto cepas
fangicas como bacterianas inmovilizadas en estropajo, semillas o fibras de madera fueron
eficientemente empleadas en la remediacién de contaminantes orgdnicos e inorganicos, tales
como pesticidas, fenoles, compuestos poliaromaticos o metales pesados (Akhtar y col., 2004;
Mazmanci y Onyayar, 2005; Barragan y col., 2007; Yadav y Roy, 2014). Algunas matrices
sintéticas como polipropileno, poliuretano, vidrio o carbén activado, también presentaron muy
buena estabilidad como soportes para la inmovilizaciéon exitosa de microorganismos
ambientales implicados en la detoxificacion de este tipo de compuestos (Tallur y col., 2009;
Clares y col., 2015; Mita y col., 2015).

Otra alternativa para la inmovilizacion de microorganismos es su oclusiéon en una
matriz porosa, que se basa en la inclusion de las células en una red rigida que evita su difusion
al medio circundante y permite el ingreso de nutrientes, pudiendo emplearse polimeros
sintéticos (resinas, coldgeno, poliuretanos), proteinas (gelatina, colageno, albumina de huevo),

o polisacaridos naturales {agar, carragenanos o alginatos) {(Garzon-liménez y Barragan-Huerta,
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2008). Este tipo de inmovilizaciéon se denomina inmovilizacion activa y es una de las mas
empleadas (Moreno-Garrido, 2008).

Si bien las bacterias inmovilizadas en matrices de poliacrilamida, polivinil alcohol, agar,
polisulfona y poliacrilnitrilo, entre otras, han mostrado mayor eficiencia de biorremediacién
que las células libres, el alginato de calcio (Ca-alginato) es frecuentemente una matriz de
eleccién para estos propdsitos, ya que permite la inmovilizacidon de una elevada concentracién
de biomasa de diferentes especies de microorganismos y ofrece alta resistencia a la toxicidad

de los contaminantes (Mollaei y col., 2010; Pal y col., 2013).

6.3. Inmovilizacién activa en alginato

Los alginatos son polisacaridos lineales presentes en la pared celular de las algas
pardas, compuestos por cantidades variables de residuos de acido [ (1-4) D-manurdnico y
acido o (1-4) L-gulurénico. Estos residuos pueden variar ampliamente en su composicién y
secuencia y estan dispuestos en un patrén de bloques a lo largo de la cadena (Figura 29). La
composicion y longitud de las secuencias determinan las propiedades fisicas de los alginatos

(Sutherland, 1991).

K= K piHER K

Residuos de dcido B D-manurénico Residuos de dcido L- gulurénico

Figura 29: Estructura de una molécula de alginato, conteniendo residuos de acido
B—D-manurdnico y acido a-L-gulurdnico (Fuente: MacGregor y Greenwood, 1380).

Las esferas de alginato se pueden preparar por goteo de una solucién conteniendo
alginato de sodio y el cultivo del microorganismo deseado, en una solucién con metales
divalentes o trivalentes tales como Ca*, Sr**, Ba** o AP". La gelificacion y polimerizacién se
logran principalmente por el intercambio de iones de sodio del acido gulurénico con los
cationes de la solucion. Dada su valencia multiple, éstos atraen electrostaticamente los
extremos anidnicos de dos cadenas adyacentes de alginato, formando un reticulo sélido
(Figura 30). La estabilidad del gel depende de la composicién quimica del alginato y del catién

polivalente empleado {(Gombotz y Wee, 2012).
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Figura 30: Representacién esquematica de la asociacion de secuencias de poli-L-
guluronato entrecruzadas mediante iones de calcio. A: Conversion de cadenas de alginato
a estructuras en forma de hélice entrecruzada que contiene iones Ca”. B: Formacién de
complejos con Ca”. Los 4tomos de oxigeno que intervienen en la esfera de coordinacién
se muestran como circuios rellenos. (Fuente: Rees, 1981).

El alginato posee varias caracteristicas particulares que han permitido su empleo como
matriz para el encapsulamiento y/o liberacién controlada de proteinas, acidos nucleicos,

liposomas, microsomas y células. Estas propiedades incluyen (Gombotz y Wee, 2012):

e Presencia de un medio acuoso relativamente inerte dentro de la matriz.

e (Capacidad de gelificacion a temperatura ambiente, libre de disolventes organicos.

e Elevada porosidad, |a cual permite altas tasas de difusion de macromoléculas,

e Control de la porosidad con procedimientos de revestimiento simples.

e Disolucién y biodegradacion del sistema bajo condiciones fisiolégicas normales, para

efectuar recuento celular o recuperacién de los microorganismos.

El Ca-aiginato es una de las matrices mas comiGnmente empleadas, no sélo en la
biorremediacion de una amplia variedad de contaminantes de distinta naturaleza, sino
también en la industria farmacéutica, médica y alimenticia (Zarate y col., 2011; Mirzaei y col.,

2012; Wright y col.,, 2012).

6.4. Aplicacion de la inmovilizacién activa como herramienta biotecnolégica en
biorremediacién

A lo largo de los afios se ha incrementado el uso de bacterias o de sus enzimas

inmovilizadas para diferentes procesos productivos con interés biotecnoldgico.
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La inmovilizacién activa en matrices como Ca-alginato, polivinilalcohol o quitosano ha
resultado de gran utilidad en experimentos de biorremediacién. Bacterias encapsuladas en
esos polimeros mostraron elevada eficiencia para degradar compuestos organicos como
colorantes, pesticidas y derivados de la industria petrolera, como asi también para
biotransformar metales pesados y radiactivos (Saez y col., 2014; Wang y col., 2012; Ghosh y
col., 2014; Patel y Gupta, 2015; Sasaki y col., 2015).

Lo mas atractivo de estos sistemas es la proteccidon celular que los polimeros de
oclusidn le ofrecen a los microorganismos inmovilizados, favoreciendo la tolerancia y remocién
de compuestos toxicos. A modo de ejemplo, cepas pertenecientes a géneros como Bacillus y
Pseudomonas inmovilizadas en alginato y pectina mostraron elevada capacidad para degradar
concentraciones de fenol significativamente superiores a aquellas que toleraban en
condiciones libres (Mollaei y col., 2010; Lu y col., 2012). Ademads, microorganismos de diversos
grupos taxonémicos inmovilizados en geles pudieron reutilizarse en repetidas oportunidades
para el tratamiento in vitro de efluentes contaminados (Chatterjee y col., 2011; Cruz y col,,
2013; Bergero y col., 2015).

Asimismo, este tipo de matrices han sido aprovechadas para la inmovilizacién de
enzimas. La principal ventaja de emplear enzimas radica en su especificidad de sustrato,
limitandose asi la generacién de productos de remocion no deseados. Ademas, al prescindir de
las células completas se reducen ciertos factores limitantes en biorremediacién, tales como
largos periodos de adaptacion o el dafio metabdlico causado por quimicos téxicos sobre los
microorganismos (Thatoi y col., 2014). En ese sentido, enzimas individuales purificadas, pooles
de enzimas o extractos celulares inmovilizados han servido como herramientas biotecnolégicas
para dilucidar mecanismos y mejorar la capacidad de remediacién de los microorganismos que
las producen (Elangovan y col., 2010; da Silva y col., 2013; Rocha-Martin y col., 2014).

Existe una importante cantidad de trabajos de investigacion en los cuales se utilizé la
inmovilizacién activa de bacterias o sus enzimas para la biorremediacién de Cr(Vl) o fenoles
(figura 31). Ademads, en algunos de ellos se empleé la resistencia a la difusiéon de materia
generada por la matriz como estrategia para caracterizar los productos de degradacion de
fenoles. Sin embargo, existen escasos reportes que describan el potencial de microorganismos
inmovilizados en dichos soportes para la remediaciéon simultdnea de este tipo de
contaminantes (Tripathi y Garg, 2013).

En base a estos antecedentes, consideramos interesante evaluar la inmovilizacién del
cultivo mixto SFC 500-1 en una matriz polimérica (Ca-alginato) como estrategia para

incrementar su potencial de co-remediacion de Cr(VI) y fenol.
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Figura 31: Ejemplos del empleo de inmovilizacién celular y enzimdtica en
biorremediacion de Cr{VI} o fenol.



Materiales y métodos




Materiales y métodos

7.1. Inmovilizacién del cultivo mixto SFC 500-1 en una matriz de Ca-alginato

7.1.1. Preparacion del inéculo

El cultivo mixto SFC 500-1 se incubd en medio TY a 28%2 °C y en agitacién (200
rpm) durante 20-24 h. Luego de ser cosechadas y resuspendidas en solucion fisioldgica, las
células de dicho cultivo se inmovilizaron en una matriz de Ca-alginato o se emplearon como

células libres en ensayos de biotransformacion de Cr(Vi) y fenol.

7.1.2. Inmovilizacién en Ca-alginato

La inmovilizacion del cultivo mixto se realizdé de acuerdo al método de Ravichandra y
col. (2008), con algunas modificaciones. Las células crecidas de acuerdo a lo establecido en el
apartado anterior, se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min, se lavaron con solucién
fisiologica y se resuspendieron en medio TY fresco hasta obtener una concentracién
aproximada de 2 x 10° UFC/ml. Dicha suspensién celular se mezclé con alginato de sodio
(Sigma) al 4%, previamente autoclavado (1 atm, 120°C, 15 min), en una relacién 1:3. Para
lograr la formacion de perlas con didmetro uniforme (3 mm), se mezclé la suspensién con una
solucién de CaCl,0,2 M a través de goteo constante empleando puntas de micropipetas de
1000 ul.

Las perlas se mantuvieron en la solucion de CaCl, durante 20 min en agitacion y se
efectuaron tres recambios sucesivos de la misma, previos al lavado con solucién fisioldgica.
Una vez lavadas, se conservaron en solucion fisiologica a 4 °C durante un periodo no mayor a

7 dias, hasta su utilizacién en ensayos de remocién.

7.1.3. Determinacién de la viabilidad celular en el interior de las perlas

Para la determinacién de la viabilidad celular en la matriz, se tomaron 3 perlas y se
colocaron en 200 pl de buffer fosfato de sodio 0,2 M, pH 7. Posteriormente las perlas se
rompieron con pinzas hasta deshacerlas totalmente. El recuento de unidades formadoras de
colonias {UFC) de los microorganismos del cultivo mixto inmovilizados se efectudé mediante la
técnica de la microgota (Spencer y Ragout, 2004), descripta en la seccion 4.4 del primer
capitulo. Para el recuento de células libres, se tomaron alicuotas de los medios de cultivo y se
realizaron diluciones seriadas en placas con medio TY, siguiendo la misma técnica empleada

para células inmovilizadas.
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7.2. Optimizacién de la remocién de Cr(Vl1) y fenol por el cultivo mixto SFC 500-1
inmovilizado en Ca-alginato

Todos los ensayos de remocion utilizando células del cultivo mixto SFC 500-1
inmovilizadas en perlas de Ca-alginato se realizaron en Erlenmeyers (50 ml) conteniendo 5
ml de medio de reaccién, adicionado con 25 mg/l de Cr(V!) y 300 mg/| de fenol.

Para determinar el nimero de células viables éptimo para la remocion, se utilizé
solucién fisioldgica conteniendo diferente cantidad de células inmovilizadas. Para ello, los
Erlenmeyers se inocularon con las perlas necesarias para alcanzar aproximadamente 3,6 x 10 5
7,2 x 102y 1,5 x 10 ° UFC por mililitro de medio de reaccién (UFC/ml).

Posteriormente, se evalud el efecto del medio de reaccién sobre la remocién de los
contaminantes, empleando la cantidad éptima de células determinada en el ensayo anterior.
Los medios evaluados fueron TY, MYT1/4 (seccién 4.6 del primer capitulo) y solucidn fisiologica
adicionada con glucosa o extracto de levadura 0,3%.

Una vez seleccionado el medio mas adecuado para la remocién simultanea se analizd
el efecto de pre-adaptar el cultivo mixto con Cr{Vl) 2,5 mg/|l y fenol 100 mg/I. Los cultivos de
20-24 horas crecidos bajo estas condiciones, se centrifugaron y se resuspendieron en medio TY
estéril sin los contaminantes. Las células se inmovilizaron siguiendo el protocolo ya descripto y
se compardé la remocién de 25 mg/l de Cr(VI) y 300 mg/! de fenol, respecto a la alcanzada por
perlas control {con bacterias no adaptadas).

En todos los ensayos se procesaron simultdneamente controles abidticos que
consistieron en los mismos medios sin el agregado de perlas.

Todos los Erlenmeyers se incubaron a 28t2 °C en agitacion (100 rpm) y se
tomaron muestras a diferentes tiempos, para evaluar la concentracion residual de los
contaminantes y/o el recuento de células viables dentro de las perlas.

A las 24 horas de incubacidn se elimind el medio de reaccion y se agregé medio nuevo
conteniendo Cr(Vl) y fenol para analizar la capacidad de reutilizacion de las células
inmovilizadas. Esto se efectué durante tres ciclos consecutivos, en los ensayos de optimizacién

de la remocién.

7.3. Aplicaciéon de células inmovilizadas para la remocién de diferentes
concentraciones de Cr(Vl) y fenol

Se estudid por un lado la remocién de Cr(Vi) (10, 25 y 50 mg/l) manteniendo

constante la concentracion de fenol (300 mg/1} y por el otro, la degradacion de fenol (100, 300,
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500, 750, 1000 y 1500 mg/l), en presencia de una concentracién constante de Cr(Vl) (25 mg/l)
por el cultivo mixto inmovilizado.

Paralelamente, a modo comparativo, se evalud la co-remediacidon de las mismas
concentraciones de los contaminantes utilizando igual cantidad de células libres.

A lo largo del proceso (cada 3, 6, 9 y/o 12 h) se tomaron muestras para analizar la
concentracion residual de Cr(VI) y fenol y su velocidad de remocidn. Al finalizar el experimento
se determind la viabilidad celular dentro de las perlas y en el medio de cuitivo de las células

libres.

7.4. Estabilidad y reutilizacion de las células inmovilizadas

En primer lugar se determind el tiempo mdximo que se pueden almacenar las

bacterias inmovilizadas en Ca-alginato, sin perder su capacidad de remocion. Para ello, las
perlas se conservaron en solucion fisiolégica a 4 °C y cada 7 dias se analiz6 la viabilidad celular
y la remocién de los contaminantes, tal como se describié en secciones anteriores.
Para los ensayos de reutilizacién se inocularon Erlenmeyers conteniendo Cr(Vi) (25 mg/l) y
fenol (300 mg/l) y la cantidad de perlas determinada como éptima en base a resultados
anteriores. Los mismos se incubaron hasta que las concentraciones residuales de los
contaminantes permanecieron constantes en el medio de cultivo. Terminado ese periodo, se
eliminé el medio de reaccién remanente y se afiadié medio estéril suplementado con la misma
concentracién de Cr{V1) y fenol. En estos ensayos se hizo un seguimiento de la remocidn de los
contaminantes cada tres o seis h. Ademds, se determind el contenido de células viables en las
perlas al final de cada ciclo, asi como el Cr acumulado dentro de las perlas al final del proceso
de remocién y la especiacion del metal en las diferentes fases del sistema.

Al finalizar cada ciclo se tomaron muestras de los sobrenadantes y en el tltimo ciclo se
recolectaron todas las perlas de cada Erlenmeyer y se disolvieron empleando buffer fosfato de
sodio 0,2 M, pH 7. Se determind el contenido de Cr(V1) y Cr(lll}) en pooles de sobrenadantes y
de perlas con y sin bacterias.

En los experimentos de reutilizacion se emplearon controles abioticos que consistieron
en: perlas con células inactivadas en autoclave y perlas sin células, para evaluar la posible
influencia de efectos de adsorcién por la matriz de Ca-alginato o por la biomasa atrapada en

ella.
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7.5. Determinacion de la concentracion residual de los contaminantes

Lta concentracidn residual de Cr(Vl) y Cr(lll) se determind siguiendo las técnicas

descriptas en la seccién 4.5 del capitulo 1.

7.6. Determinacién y cuantificacion de los productos de degradacién de fenol por
HPLC

7.6.1. Obtencién y preparacion de las muestras

Los productos de degradacidn de fenol fueron analizados a lo largo del primer ciclo de
remocion de 300 mg/l del compuesto, en presencia y ausencia de 25 mg/| de Cr(Vl). Para ello,
Erlenmeyers conteniendo solucion fisiolégica como medio de reaccién, se inocularon con la
cantidad 6ptima de perlas y se incubaron hasta alcanzar la remocién total de fenol en ambas
condiciones. Periddicamente se determind la remocién a través de la técnica colorimétrica
descripta por Wagner y Nicell (2002). Cuando se detectd la degradacion de aproximadamente
50, 75, 90 y 100 % del compuesto, se tomaron alicuotas de 2 ml del medio de reaccién.
Ademas se obtuvieron muestras luego de [a remocién total de fenol, como asi también de
medio sin inocular e inoculado con perlas sin células, las cuales fueron empleadas como
controles de reaccion.

Todos los sobrenadantes se centrifugaron durante 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C y se

conservaron a -20 °C al resguardo de la luz hasta su utilizacién.

7.6.2. Deteccién y cuantificacion de catecol, cido cis,cis-mucénico y fenol por HPLC

El fenol y algunos metabolitos intermediarios formados durante su orto-oxidacion
fueron determinados segun lo reportado por Tuah y col. (2009), por HPLC isocratica con
detector UV a 280 nm, empleando una columna C18 (Chrompax) 150 x 4.6 mm. La fase mévil
utilizada para la deteccién de fenol, catecol y 4cido cis, cis-mucénico fue acido acético (1 % v/v)
en agua con un flujo de 1 ml/min. Los solventes utilizados fueron de calidad HPLC. Las
muestras fueron filtradas a través de un filtro de nylon 0,25 pm para remover restos celulares,
se acidificaron con HCl (pH final: 2,5) y se inyectaron alicuotas de 50 pl. Las muestras
correspondientes a cada tratamiento se analizaron por triplicado.

Para la cuantificaciéon de los compuestos en estudio, se construyeron curvas de
calibracién empleando patrones de los mismos, todos de alto grado de pureza y calidad HPLC:

Fenol (Merck), catecol (Fluka AG) y acido cis,cis-mucédnico (Sigma).
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7.7. Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron independientemente, por triplicado, para establecer la

variabilidad de los datos.

El analisis estadistico de los datos se efectué mediante el paquete Infostat, version
estudiantil. Se analizaron los supuestos de homogeneidad de varianza y de normalidad,
mediante los test de Levene y Shapiro Wilks, respectivamente. En caso de cumplirse los
supuestos con los datos crudos o transformados, se efectud el analisis de la varianza de una via
ANOVA. De lo contrario, se aplicd el test no paramétrico de Kruskal Wallis. El andlisis a

posteriori se realizé empleando el test de Tukey con un nivel de significacion de 0,05.
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Organizacién de los resultados del segundo capitulo

Numero de células viables inoculadas
e Medio de reaccion
e Pre-adaptacion a los contaminantes

o Efecto de la concentracion inicial de Cr{VI)
e Efecto de la concentracion inicial de fenol
e Viabilidad celular luego de la remocién

e Remocion tras almacenamiento en periodos
prolongados de tiempo

e Reciclado de las perlas en varias instancias de
remocién simultanea.

e Cr(Vl): Reduccién a Cr(lll)/ Adsorcion/ Absorcién
e Fenol: Degradacién/Formacidn de intermediarios/Adsorcion/Absorcion
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8.1. Implicancia del nimero de células viables sobre la remocién de Cr(Vl) y fenol

en condiciones inmovilizadas

El contenido de microorganismos viables en las matrices poliméricas es un
parametro a estandarizar cuando se pretende utilizar bacterias inmovilizadas para la
biorremediacién de contaminantes ambientales. Por lo tanto, se evalud la capacidad de
remocion simultanea de 25 mg/l de Cr(V1) y 300 mg/| de fenol utilizando diferente cantidad
de células viables del cultivo mixto SFC 500-1 inmovilizadas en perlas de Ca-alginato. En
estos experimentos se inocularon Erlenmeyers conteniendo solucidn fisiologica como medio
de reaccion, con cantidad creciente de perlas para alcanzar recuentos iniciales de 3,6 x 10%
7,2x10%y 1,5 x 10° UFC/ml de medio. La remocién alcanzada en cada condicién se evalué

durante tres ciclos consecutivos, como se puede observar en la figura 32.
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Figura 32: Remocién de Cr(Vi) (25 mg/l) y feno! {300 mg/1) en funcién de la cantidad
de células del cultivo mixto SFC 500-1 inmovilizadas en perlas de Ca-alginato
durante tres ciclos consecutivos de reutilizacién. Los datos representan la media +
EE (n=9). Letras distintas indican DES en la remocién de cada contaminante durante
el mismo ciclo de utilizacién de las perlas, empleando diferente cantidad de
microorganismos viables.

La eficiencia de co-remediacién de Cr(Vi) y fenol se incrementd significativamente al
aumentar la concentracion de células viables inoculadas, obteniéndose los mejores
resultados con un indculo de 1,5 x 10° UFC/ml (p<0.05). En esas condiciones, el cultivo mixto

inmovilizado removié un 47% de Cr(VI1) durante el primer ciclo, 33% en el segundo y 19% en
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el tercero. Simultaneamente, se registré la remocién total de fenol en todos los ciclos
evaluados.

Sin embargo, cuando se empled un menor ndmero de células la remocién de Cr(VI)
se redujo de manera significativa desde el comienzo del experimento y fue casi nula en el
tercer ciclo de reutilizacion. Tal reduccidn en el indculo también afecté negativamente el
potencial de degradacién de feno! del cultivo mixto, fundamentalmente en el segundo y
tercer ciclo de uso de la biomasa inmovilizada.

En estos experimentos, el incremento en la biomasa inoculada se logré agregando
un mayor nimero de perlas en el medio de reaccion, lo cual favorece la difusion de
nutrientes y contaminantes hacia las células a causa de una mayor disponibilidad de sitios de
transferencia de nutrientes y contaminantes por unidad de volumen de la mezcla de
reaccion (Shetty y col., 2012).

Por el contrario, con el mismo fin, algunos investigadores mantuvieron constante el
numero de perlas inoculadas, aumentando la concentracién de células inmovilizadas en
ellas, pero esta estrategia no siempre ha dado buenos resultados, a causa de problemas de
difusion generados por una disminucion en los canales de transferencia intramatriz
(Humphries y col., 2005).

A partir de estos resultados se determiné que la inoculacién con 1,5 x 10° células del
cultivo mixto ocluidas en Ca-alginato permitiria lograr una buena eficiencia de remocién
simultanea, por lo que se seleccionéd esta condicién para continuar con los experimentos de

remocion en condiciones inmovilizadas.

8.2. Optimizacién del medio de reacciéon para la remocion de Cr(Vl) y fenol por
células inmovilizadas

La aplicacion exitosa de células inmovilizadas para la biorremediacion de
contaminantes esta fuertemente influenciada por la eleccion de la matriz, la composicién del
medio de cultivo y la interaccion entre ellos (Dey y Paul, 2014). En ese sentido, el cultivo
mixto SFC 500-1 inmovilizado en una matriz de Ca-alginato y solucidn fisiolégica como medio
de reaccion fue capaz de remover Cr(VI) utilizando la oxidacién de fenol como tinica fuente
de electrones. El Cr(VI) resulté ser el compuesto limitante en el proceso, ya que no se
alcanzé su remocién completa independientemente de la concentracién celular empleada.

Considerando que una posible estrategia para mejorar la eficiencia de remocién de
Cr(VI) del cultivo mixto inmovilizado puede ser la incorporacion de fuentes adicionales de

electrones (Gonzdlez y col., 2014), se evalud la capacidad de co-remediacién de perlas
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conteniendo el cultivo SFC 500-1 en los medios nutritivos TY y MYT 1/4. Ademas se analizé el
efecto de adicionar extracto de levadura (0,3%) o glucosa (0,3%) a la solucién fisioldgica

utilizada inicialmente como medio de reaccién. Los resultados se detallan en la figura 33.
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Figura 33: Remocion de Cr(Vl) (25 mg/l) y fenol (300 mg/!) en diferentes medios de
cultive por SFC 500-1 inmovilizado en una matriz de Ca-alginato durante tres ciclos
consecutivos de reutilizacién. Los datos representan la media t EE (n=9). Los asteriscos

indican DES con respecto a los porcentajes de remocién de Cr{Vl) obtenidos con solucién
fisiolégica como medio de reaccién. ND: No determinado.

En los experimentos realizados en medios TY y MYT el cultivo mixto removié hasta
un 90% de 25 mg/l de Cr(VI) incorporados y degradé totalmente el fenol (300 mg/l) en 24
horas. Sin embargo, tales resultados no pudieron ser adjudicados sélo a las células
inmovilizadas debido al excesivo crecimiento bacteriano detectado en el medio de reaccion.
Por la misma causa, tampoco se pudo reutilizar las perlas para ciclos subsecuentes.
Probablemente algunas células se liberaron desde la matriz de Ca-alginato y se desarrollaron
en el medio nutritivo. Otros microorganismos inmovilizados en polimeros tuvieron un
comportamiento similar cuando se emplearon caldos nutritivos como medios de reaccién
para la reduccién de Cr(Vi); tal es el caso de Pseudomonas S4 ocluida en Ca-alginato, cuya
densidad celular en el medio de cultivo fue incluso mayor que la alcanzada por cultivos
libres al final del proceso de reduccién (Farag y Zaki, 2010). De la misma manera, perlas de
diferentes polimeros conteniendo Arthrobacter SUK 1201, fueron inestables cuando se las
inoculd en caldo nutritivo, liberando elevada cantidad de células al medio (Dey y Paul, 2014).

Algunos autores han sugerido que tal inestabilidad de las matrices poliméricas en medios
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con elevado contenido de nutrientes podria deberse a su sensibilidad a iones y agentes
quelantes presentes en el mismo, en el caso del alginato, el reemplazo de Ca® por otros
iones lleva a un incremento en el tamafio de los poros, desestabilizacidn y ruptura del gel
(Cruzy col., 2013).

Cuando se agregé glucosa o extracto de levadura a la solucion fisioldgica, la
remocién de Cr(V1) aumento hasta alrededor de 60% en el primer ciclo, 48% en el segundo y
33% en el tercero, sin observarse alteraciones en la degradacion de fenol. En estos casos no
se observd turbidez en el medio de reaccidn, por lo que no existiria liberacion de células
durante el primer y segundo periodo de utilizacidn. Sin embargo, hacia el tercer ciclo de
remocién se detecté un incremento en la densidad celular de los medios que contenian
extracto de levadura, motivo por el cual se decidié emplear glucosa como suplemento para
mejorar la remocién simultanea. En ese sentido, el extracto de levadura ha sido empleado
como fuente de carbono para el crecimiento de ambos microorganismos, sin embargo, si se
observan los resultados detallados en la tabla 4 (primer capitulo), ninguna de las cepas
empleadas fue capaz de asimilar glucosa. Probablemente, si hay liberacién de células desde
el interior de las perlas, 1a composicidon del medio no les permitiria crecer lo suficiente como

para desarrollar turbidez durante el periodo evaluado.

8.3. Efecto de la pre-adaptacién a los contaminantes antes de la inmovilizacién

En el primer capitulo se demostré que la pre-adaptacion del cuitivo mixto a bajas
concentraciones de Cr(Vl) y fenol permitiria mejorar la remocion simultdnea. Considerando
esos resultados, se analizé el efecto de dicha pre-adaptacién sobre la capacidad de
remediacion de las células inmovilizadas. Para ello, se hizo crecer a los microorganismos en
presencia de 2,5 mg/l de Cr{Vl) y 100 mg/! de fenol antes de inmovilizarlos en Ca-alginato y
se comparé su eficiencia de remaocién con respecto a la obtenida por el cultivo mixto sin
previa exposicion a los contaminantes. Los experimentos de remocidn se realizaron en
solucidn fisiologica con glucosa (0,3%), Cr(V1) 25 mg/I y fenol 300 mg/l, durante tres ciclos
consecutivos.

Como se puede observar en la figura 34, las perlas de Ca-alginato que contenijan el
cultivo mixto pre-adaptado fueron capaces de remover el 63% del Cr(Vl) incorporado,
lograndose un incremento significativo en la eficiencia de remocion del metal con respecto a
la alcanzada por células crecidas en condiciones control.

La remocién de fenol fue total en ambas condiciones evaluadas, pero la pre-

adaptacion celular provocé un incremento en la velocidad del proceso, alcanzandose tasas
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superiores a 50 mg/l/h removidos durante el primer ciclo. En la figura 34 se grafican las
velocidades registradas para la degradacidon total de fenol en los tres ciclos de utilizacién de
las perlas, observandose que la pre-adaptacién del cultivo mixto aceleré la degradacion de

este contaminante en un 40% durante el primer ciclo y alrededor del 20-25% en los ciclos

siguientes.
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Figura 34: Porcentaje de Cr(Vi) removido y velocidad maxima de degradacién de fenol
alcanzados por el cultivo mixto SFC 500-1 inmovilizado pre-adaptado (P-A) y sin adaptar
{control). Los datos representan la media + EE (n=9). Los asteriscos indican DES en la
remocion de Cr(Vl) obtenida en ambas condiciones, en cada ciclo de reutilizacién de las

perlas.

Como se menciono, el efecto positivo de aclimatar a los microorganismos con bajas
concentraciones de compuestos toxicos puede relacionarse con un aumento en su tolerancia
o bien con la activacion de ciertas vias metabdlicas implicadas en el proceso {(Gonzalez y col.,
2012; Ziagova y col., 2014). En ese sentido, el tratamiento de pre-adaptaciéon no modificé la
tolerancia del cultivo mixto a la concentracion evaluada de los contaminantes, ya que la
viabilidad celular dentro de las perlas al final de cada ciclo de remocion fue similar para
ambas condiciones (figura 35). Por lo tanto, la mayor eficiencia de co-remediacién alcanzada
por SFC 500-1 luego de la pre-adaptaciéon podria deberse a un mecanismo de activacién
metabdlica mas que a un incremento en la resistencia.

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, a través de la inoculacién de

1,5 x10° células del cultivo mixto SFC 500-1 pre-adaptadas con 2,5 mg/i de Cr(VI) y 100 mg/!
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de fenol en un medio de reaccién compuesto por solucidn fisioldgica y glucosa (0,3%), se
lograria una eficiente remocidn simultanea de los contaminantes analizados. Queda por
evaluar como afecta la concentracién inicial de esos contaminantes a la capacidad de

remocién de las bacterias inmovilizadas.

120
100 -

80

60 -
40
0

Controt| P-A Control P-A Control P-A

Viabilidad celular (%)

PRIMER CICLO |SEGUNDO CICLO'_ TERCER CiCLO |

Figura 35: Recuento de células viables del cultivo mixto SFC 500-1 pre-adaptado
(P-A) y sin adaptar (control) inmovilizado en una matriz de Ca-alginato al final de
cada ciclo de remocidn. Los resultados se expresan como porcentaje de células
viables con respecto al recuento inicial. Los datos representan la media + EE
(n=9).

8.4. Efecto de la concentracién inicial de Cr(VI) sobre la remocién

Se analizd el efecto de la inmovilizacidn sobre la capacidad del cultivo mixto para
remover diferentes concentraciones de Cr{VI1) (10, 25 y 50 mg/l) en presencia de fenol (300
mg/1), bajo las condiciones éptimas seleccionadas, después de 24 horas de exposicion.

En los experimentos realizados se observé que aunque el cultivo mixto inmovilizado
no removié completamente ninguna de las concentraciones de Cr(VI) analizadas, su
capacidad para remediar el metal se incrementd en presencia de mayores concentraciones
de Cr(Vl) en el medio de reaccion (figura 36). Este es un comportamiento comun de los
microorganismos inmovilizados, cuya capacidad de remocion aumenta al incrementar hasta
ciertos valores la concentracién de los contaminantes (Pal y col., 2013; Dey y Paul, 2014).
Este fendmeno se deberia al proceso fisico de difusidn, responsable del transporte de

materia dentro de las perlas hacia las células. Para que los contaminantes difundan dentro
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de la perla, deben alcanzar cierta concentracién en el medio de reaccidn. Si su concentracion
es baja, la difusion dentro de la perla serd limitada y por lo tanto, la remocién también se
veria afectada. Por el contrario, cuando se incrementa la concentracion en la fase liquida,
dentro del soporte se alcanzarian concentraciones mayores, lo cual favoreceria al proceso de

remocion (Martinez-Trujillo y Garcia- Rivero, 2012).
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Figura 36: Remoacion de Cr{Vl) (barras) y velocidad médxima de degradacion de fenol
(lineas) obtenidos con células libres (®) e inmovilizadas (™) del cultivo mixto,
expuestas a concentraciones crecientes de Cr{Vl). Los datos representan la media + EE
(n=9). Los asteriscos indican DES en la remocién de Cr{Vl) alcanzada por células libres e
inmovilizadas.

Bajo idénticas condiciones de operacidn las células inmovilizadas mostraron una
capacidad de remocion significativamente superior que las células libres (p<0,05),
alcanzando un maximo de 19 mg/l de Cr(VI) removidos en menos de 24 horas cuando se
incorporé una concentracion inicial de 50 mg/l del metal.

Por otro lado, la degradacion de fenol fue total en todas las condiciones ensayadas
(300 mg/l), sin embargo el proceso fue mas lento en presencia de elevadas concentraciones
de Cr(VI). Como se puede ver en la figura, el efecto negativo del Cr(Vi) sobre la velocidad de
degradacion de fenol fue mas marcado para las células libres que para las inmovilizadas. Esto
se deberia a que las sustancias poliméricas extracelulares constituyen una importante
barrera para la difusion de sustancias tdxicas hacia las células, por lo que las bacterias

inmovilizadas son menos susceptibles a esos téxicos y metabdlicamente mdas activas en su

80
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presencia que los microorganismos plancténicos (Schwering y col., 2013; Otter y col., 2014).
Esto explicaria el mejor rendimiento del cultivo mixto inmovilizado con respecto al libre para

remover ambos contaminantes.

8.5. Efecto de la concentracién inicial de fenol sobre la remocién

Se evalud el efecto de diferentes concentraciones iniciales de fenol sobre la
capacidad de remociéon simultanea del cultivo mixto. Para ello, se expuso a SFC 500-1 en
condiciones libres e inmovilizadas a concentraciones de fenol comprendidas entre 100 y

1500 mg/! en presencia de 25 mg/| de Cr(VI) (figura 37).
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Figura 37: Velocidad méxima de degradacién de fenol (lineas) y porcentaje de
remocién de Cr(Vl) (barras) obtenidos con células libres (®) e inmovilizadas (™),
expuestas a concentraciones crecientes de fenol. Los datos representan la media + EE
(n=9). Los asteriscos indican DES en la velocidad de degradacién de fenol, alcanzada por
células libres e inmovilizadas.

Se observé que el cultivo mixto fue capaz de remover completamente hasta 1000
mg/! de fenol tanto en condiciones inmovilizadas como libres. Sin embargo, la velocidad de
degradacion alcanzada por el sistema inmovilizado fue significativamente superior (p<0,05) a
la registrada para células libres. La velocidad maxima de degradacidon para las células
inmovilizadas fue 56,5 mg/l/h cuando se incorporaron 500 mg/| de fenol, y se redujo hasta

40 mg/l/h para 1000 mg/l. Por el contrario, las células libres alcanzaron una velocidad
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maxima de 37,6 mg/l/h para remover completamente 300 mg/| de fenol y de 18 mg/I/h para
remover 1000 mg/! de este contaminante. Cuando se incorporaron 1500 mg/l, las células
libres no fueron capaces de removerlo, mientras que el cultivo mixto inmovilizado lo
removié completamente a una velocidad cercana a los 10 mg/I/h.

Por otra parte, las células inmovilizadas removieron mas del 40% de Cr(Vl) en todas
las condiciones analizadas, mientras que las células libres removieron entre 8 y 40% del
metal, o fueron incapaces de removerlo frente a concentraciones muy elevadas de fenol
{1500 mg/1).

Ademas, como se observa en la figura 38, el recuento celular en las dos condiciones
analizadas se mantuvo practicamente constante hasta concentraciones de fenol de 750
mg/l, pero cuando se incorporaron concentraciones mas elevadas, la toxicidad del
compuesto fue mayor para las células libres que para las inmovilizadas. La proporcion de los
miembros del cultivo mixto dentro de las perlas se mantuvo relativamente constante en
todos los experimentos, observandose una clara superioridad de A. guillouiae con respecto a
Bacillus sp. Por el contrario, cuando se utilizaron células libres, a medida que se incrementé
la concentracion de fenol, también lo hizo la proporcidn de Bacillus sp., que fue cercana al

100% en presencia de 1500 mg/I| del contaminante.
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Figura 38: Recuento de células viables libres e inmovilizadas luego de la remocion
total de concentraciones crecientes de fenol en presencia de 25 mg/| de Cr(VI). Los
datos representan la media & EE (n=9).

En base a estos resultados, se podria deducir que la inmovilizacién del cultivo mixto

SFC 500-1 dentro de una matriz de Ca-alginato no sélo lo protegié de los efectos téxicos de

8
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elevadas concentraciones de fenol, sino que ademds favorecid su capacidad para degradarlo
a alta velocidad y mejorar la remocién simultdnea de Cr(Vl). La inmovilizacién de
microorganismos en perlas de este polimero ha sido previamente reportada como una
herramienta efectiva para favorecer la degradacion de elevadas concentraciones de fenoles
por microorganismos ambientales, gracias a la proteccidn celular y la activacion metabdlica
que éste genera (Banerjee y col., 2011; Wang y col,, 2012). En ese sentido, ademas de crear
un microambiente mas propicio para el desarrollo bacteriano, la inmovilizacion favorece la
estabilizacion de las membranas, que son los principales blancos de accidon de los fenoles,
evitandose que de ese modo se desencadene una fuerte respuesta oxidativa y dafio celular
(Cassidi y col., 1996; Kadakol y col., 2011).

Queda claro que ademas de presentar una mayor resistencia ante la toxicidad de los
contaminantes, el cultivo mixto inmovilizado demostré una elevada capacidad para
remediarlos. La biodisponibilidad de mayores concentraciones de nutrientes, los cuales son
atrapados por el soporte y la activacion de genes especificos, serian los principales factores

que estimulan el metabolismo celular de las bacterias inmovilizadas (Cohen y col., 2001).

8.6. Estabilidad y reutilizacién del cultivo mixto inmovilizado

La estabilidad durante prolongados periodos de aimacenamiento y operacion son
factores esenciales a considerar para la aplicacién practica de un sistema inmovilizado en
cualquier tipo de proceso.

En este sentido, las perlas conteniendo el cultivo mixto SFC 500-1 mostraron buena
estabilidad al ser almacenadas a 4°C y mantuvieron su potencial de remocién luego de
periodos de conservacidn de 45 dias. Sin embargo, luego de 60 dias de almacenamiento,
disminuyd la viabilidad celular dentro de las perlas, causando una reduccién en su capacidad
de co-remediacion (resultados no graficados).

Por otro lado, aunque en experimentos anteriores se demostré la capacidad del
cultivo inmovilizado para remover ambos contaminantes durante tres ciclos consecutivos,
resultd interesante evaluar mas profundamente su potencial de reutilizacién. Para ello se
evaluaron pardmetros tales como el numero maximo de ciclos en los que el sistema
conserva su eficiencia, los tiempos requeridos para la remocién simultidnea en cada cicloy la
influencia de la matriz en el proceso.

La posibilidad de reutilizacién de SFC 500-1 inmovilizado se analizé aplicidndolo en
repetidos ciclos de remocién de 25 mg/| de Cr(VI) y 300 mg/I de fenol. En esas condiciones,

el 100% del fenol fue removido hasta el cuarto ciclo consecutivo de utilizacién, aunque la
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velocidad de degradacién disminuyé a lo largo del tiempo. Como se puede observar en la
figura 39, el tiempo necesario para remover completamente el fenol se extendié de 6 a 24
horas entre el primer y el cuarto ciclo de reutilizacién. En el quinto ciclo, la remocién
disminuyd a un 85% luego de 33 horas de operacion.

De manera similar, las bacterias removieron hasta 16 mg/l de Cr(Vl) en 9 horas

durante el primer ciclo y la eficiencia de remocién se redujo paulatinamente en los ciclos

siguientes.
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Figura 39: Remocién de Cr{Vl) y fenol por el cultivo mixto SFC 500-1 inmovilizado en perlas de Ca-
alginato conteniendo durante varios ciclos de reutilizacién. Los controles se efectuaron con perlas
no inoculadas. Los datos representan la media + EE (n=9). Las flechas indican el comienzo de un
nuevo ciclo de utilizacién de las perlas.

La disminucion en la eficiencia de remediacidn a lo largo del tiempo es una
caracteristica comun en los sistemas inmovilizados, aunque la cantidad de ciclos de
reutilizacion depende de la matriz, de los microorganismos empleados y fundamentalmente
del contaminante a tratar y su concentracion. Por ejemplo, B. cereus AKG2 inmovilizado en
Ca-alginato fue capaz de remover fenol durante tres ciclos consecutivos de reutilizacion,
mientras que un consorcio formado por Acinetobacter sp. XA05 y Sphingomonas sp. FGO3
inmovilizado en la misma matriz conservd elevada capacidad para degradar dicho
contaminante durante 20 ciclos. Por el contrario, en la mayoria de los reportes disponibles

en la bibliografia sobre remocién de Cr(Vl) por células inmovilizadas, las bacterias no
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pudieron remover eficientemente el compuesto durante mds de cinco ciclos (Pal y col.,
2013; Ziagova y col., 2014; Dey y Paul, 2014).

Entre los principales causantes de la disminucién de la eficiencia de remocion
durante la reutilizacion prolongada de microorganismos inmovilizados se encuentran la
desestabilizacion mecanica de las perlas, que provoca pérdida de células viables desde el
interior de la matriz y el deterioro de las propiedades bioquimicas de las cepas implicadas
(Tallur y col., 2009; Sinha y Khare, 2012). De acuerdo con esto, la disminucién en la eficiencia
de remocion del cultivo mixto SFC 500-1 se vio acompafiada con una marcada pérdida de
viabilidad celular en el interior de las perlas entre el primero y el quinto ciclo de utilizacién
(figura 40). Ademas, hacia el final del proceso las perlas presentaron modificaciones en su
apariencia, tales como incremento en el tamaiio, cambio en la coloracién de blanco-opaco a

amarillento-translucido y pérdida de estabilidad mecanica.

Viabilidad celular (X 10° UFC/ml)

0 1 2 3 4 5

CICLO DE REMOCION

Figura 40: Recuento de células viables del cultivo mixto SFC 500-1
inmovilizado, al finalizar cada ciclo de remocién de Cr{Vl) (25 mg/l) y fenol
(300 mg/l). Los datos representan la media + EE (n=9). Los asteriscos indican
DES entre el recuento inicial {ciclo 0) y el obtenido al final de cada ciclo de
utilizacién.

Mas alld de la disminucién en la eficiencia de remocion a lo largo del tiempo, la
posibilidad de reutilizar las perlas durante 4-5 ciclos es muy importante, considerando la
reduccidn en los costos operacionales que ello implica. Sin embargo y aunque se conocen las

ventajas de aplicar microorganismos inmovilizados en lugar de células libres, existen escasos
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reportes del uso de bacterias inmovilizadas para la remocién simultdanea de mezclas de
compuestos organicos e inorganicos (Chakraborty y col., 2013; Shim y col., 2014).
Hasta el momento se ha relacionado la remocion de los contaminantes por el cultivo

mixto inmovilizado principalmente con procesos bioldgicos, dependientes de su capacidad

|
|
|
|
|
|
|
!
metabdlica. No obstante, no hay que perder de vista que fa matriz empleada podria tener
capacidad para establecer una interaccion fisico-quimica con esos contaminantes. En este
trabajo se detectd remocidn de Cr(VI1) y fenol por perlas sin inocular (control) durante los dos
primeros ciclos de remediacién, la cual disminuyé con el tiempo, haciéndose casi
despreciable hacia el quinto ciclo (figura 39). Considerando esos resultados, la remocién
estaria mayoritariamente asociada a procesos bioldgicos, pero no deberia subestimarse la
interaccion entre los contaminantes y el polimero.

8.7. Determinacion de los productos de remocién de Cr(VI)

Entre los principales mecanismos de remocién de Cr(Vl) por bacterias se encuentra
su reduccién a Cr(lll). Teniendo en cuenta que en el capitulo anterior se demostré la
capacidad de SFC 500-1 para reducir el metal creciendo en condiciones libres, es probable
que dicho proceso también esté involucrado también en la remocidon llevada a cabo por
células inmovilizadas.

Con el fin de determinar la implicancia de la reduccién de Cr(Vl) y de su
adsorcidn/absorcién en la matriz de alginato, al final de los cinco ciclos de reutilizacion de las
perlas se determiné la presencia y distribucion de Cr(VI) y Cr(lil) tanto en dichas perlas como

en el medio de reaccion.

Tabla 6: Distribucion (%) de Cr(VI}) y Cr(lll) en sobrenadantes y perlas luego de 5
ciclos de remocién de 25 mg/l de Cr{VI) en presencia de 300 mg/| de fenol.

CONDICION Sobrenadante Perlas
Cr{vi) Cr (1) Cr(Vi) Cr (1)
Control 94,506 - 5,343 0,2:01
Perlas inoculadas 64,647 23,7509 5,7:07 6,045

Se consider6 como 100% a la suma de todas las especies detectadas de Cr para cada condicién.
Control: Perlas no inoculadas. Los datos representan la media + EE (n=3).
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Como se detalla en la tabla 6, tanto en las perlas inoculadas con el cultivo mixto
como en su sobrenadante se detectaron ambas especies de Cr, lo que demuestra la
expresion de mecanismos de reduccién de Cr(Vi) a Cr{lll) en las células inmovilizadas. Sin
embargo la proporcién del metal en las perlas (11,7%) fue significativamente inferior a la
registrada en el sobrenadante (88,3%). Ademas, aunque la mayoria del Cr(lil) formado
durante la reduccién permanecié en el medio, una fraccion del mismo se asocié a la matriz,
probablemente por algun mecanismo de adsorcion.

Por el contrario, en los controles sin inocular practicamente la totalidad del Cr
correspondié a la especie hexavalente, disuelta en el medio de reaccidn. La concentracién de
Cr(VI) registrada en las perlas luego de ambos tratamientos fue practicamente la misma
(alrededor de 5,5%), lo que reflejaria la escasa contribucidn de la adsorcion en la matriz
durante la remocién.

Este resultado concuerda con los obtenidos en el capitulo anterior y demuestra la
capacidad del cultivo mixto para reducir Cr{Vl) en diferentes condiciones de operacién.
Ademds permite confirmar que la remocidn del metal se debe principalmente a mecanismos
bioldgicos. Resultaria interesante poder profundizar respecto de dichos mecanismos
biolégicos que participan en la reduccién de Cr(Vt) a Cr(lll) en las cepas que componen el
cultivo mixto. En ese contexto, las cromato reductasas, principales enzimas bacterianas que
catalizan la reduccién son de gran interés y su aislamiento e inmovilizacién podria ser una
herramienta biotecnoldgica util para solucionar ciertas limitaciones que presenta el uso de

células completas en biorremediacion (Thatoi y col., 2014).

8.8. Deteccién y cuantificacién de fenol y los productos de su degradacién

Se conoce que la degradacion de fenol por bacterias creciendo en condiciones
aerobias requiere de al menos dos pasos fundamentales, en primer lugar, la oxidacion de
fenol a catecol y posteriormente la degradacion de catecol a compuestos facilmente
asimilables por las células, que puede ocurrir a través de dos vias diferentes. En la via meta
el catecol es transformado a semialdehido 2-hidroximucénico y luego a acetaldehido y
piruvato, mientras que en la via orto los principales intermediarios son &cido cis,cis-
mucdnico y f-cetoadipato (Bhattacharya y col., 2014).

Como una primera aproximacidén para comprender qué vias intervienen en la
remocién de fenol por las bacterias que componen el cultivo mixto, se analiz6 por HPLC la
presencia de catecol en el medio de reaccién de las perlas a lo largo del tiempo. Ademas,

considerando que la via orto es la mas difundida entre las bacterias ambientales, también se
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analizé la presencia del acido cis,cis-mucénico (Alva y Peyton, 2003). Es importante destacar
que esta via de degradacion es tipica entre las bacterias del género Acinetobacter, al que
pertenece la tnica cepa del cultivo mixto capaz de remover fenol, segin se determind en
experimentos previos (Pandeeti y col.,, 2011; Bhattacharya y col., 2014). Como el Cr(VI)
podria interferir en la degradacién de fenol, la presencia de esos metabolitos se evalud tanto

en presencia como en ausencia del metal (figura 41 Ay B, respectivamente).
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Figura 41: Remocidén de fenol (300 mg/l) y formacién de catecol y acido cis,cis-mucdnico a lo largo
del tiempo por el cultivo mixto SFC 500-1 inmovilizado en Ca-alginato, en medios no suplementados
{(A) y suplementados con Cr(V1) (25 mg/l) (B). Los datos representan la media + EE (n=3).
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Los resultados obtenidos mediante HPLC confirmaron que la desaparicion de fenol
durante el transcurso del tiempo ocurrié tal como se habia detectado mediante la técnica
colorimétrica de Wagner y Nicell (2002). Ademas, cuando ocurrié el 50% de degradacién de
fenol, se observé el pico maximo de catecol. Sin embargo, este intermediario resulté mas
inestable en presencia de Cr(Vl), ya que no se pudo cuantificar luego del 85% de degradacion
de fenol (Figuras 41 A y B). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por otros
autores, quienes indicaron que el catecol formado durante la oxidacién de compuestos
aromaticos podria liberarse parcialmente al medio de cultivo, alcanzando concentraciones
inferiores a 20 mg/l y luego ser re-internalizado en las células o bien continuar siendo
degradado en el medio (Alva y Peyton, 2003; Tuah y col., 2009).

Hacia el final del proceso de remocién de fenol en ambas condiciones analizadas se
incremento la concentracion de acido cis,cis-mucdnico en el medio. Sin embargo, luego de la
degradacion total de fenol, el comportamiento de este intermediario a lo largo del tiempo
fue diferente en presencia y en ausencia de Cr(Vl). En los medios que sélo contenian fenol, la
concentracion de acido cis,cis-mucénico disminuyo gradualmente a lo largo del tiempo, pero
cuando ambos contaminantes estuvieron presentes, su concentracién se mantuvo constante
incluso varias horas después de la desaparicion del fenol. Se sabe que cuando algunas
bacterias crecen en condiciones desfavorables pierden su capacidad para reingresar acido
cis,cis-muconico a las células durante la oxidacién de compuestos aromaticos (Alva and
Peyton, 2003). En este caso particular, el Cr{Vl) podria haber alterado ciertas proteinas de
membrana implicadas en el transporte de los productos de oxidacion, provocando que la via
de degradacidn transcurra mas lentamente (Williams y Shaw, 1997).

Independientemente de la condicion analizada, luego de la completa remocién de
fenol por el cultivo mixto, se observé la formacion de otros productos, que no pudieron ser
identificados. A modo de ejemplo, se muestran los cromatogramas obtenidos en presencia
de Cr{Vl) y fenol durante el 50 y 100% de su degradacién (figura 42 A y B, respectivamente}.
Los picos 4 y 5 sefalados en el cromatograma podrian corresponder a compuestos como
muconolactona, 3 cetoadipato o succinato e indicarian que la reaccion de oxidacién
continuia hasta la mineralizacién de fenol (Tuah y col., 2009). Sin embargo, debido a la
ausencia de testigos comerciales de la mayoria de estos intermediarios, su identificacién no
es posible a través de HPLC o GC convencionales, sino que requiere la aplicacién de técnicas
mas complejas como espectrometria de masas. Esto explicaria el reducido ntumero de
trabajos donde se detectan todos los compuestos formados durante la orto escision de fenol

(Senthilvelan y col., 2013).
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El analisis por HPLC de los controles abidticos (sin perlas) reveld que no hubo
desaparicién de fenol durante todo el proceso. Por el contrario, en los controles abiéticos
con perlas no inoculadas se observé una disminucidn en la concentracién de fenol entre 14y
17%, probablemente debido a su adsorcién por la matriz, ya que no se detectd la formacion

de ningun compuesto adicional.
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(A) Cromatograma obtenido de una muestra conteniendo 300 mg/l de fenol, en presencia de Cr(Vi)
durante el 50% de remocién de fenol (pico 1: catecol, pico 2: 4cido cis,cis-muconico, pico 3: fenol
residual). (B) Cromatograma obtenido de una muestra conteniendo 300 mg/! de fenol, en presencia
de Cr(VI) al momento de la remocién total de fenol (pico 2: dcido cis,cis-mucédnico, picos 4 y 5:
compuestos no identificados).

Teniendo en cuenta que el objetivo principal de los ensayos de remediaciéon de
contaminantes orgdnicos es su mineralizacién o biotransformacidon a compuestos inocuos,
los resultados obtenidos en este ensayo son relevantes ya que demostraron que tanto en
presencia como en ausencia de Cr{(Vl), el fenol es eficientemente biorremediado por el
cultivo mixto SFC 500-1 a través de fa via de escision orto.

En el capitulo siguiente se realizara una evaluacion mas profunda de los mecanismos
implicados en la remediacion de ambos compuestos por las cepas que componen el cultivo

mixto.
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Capitulo 1l

Mecanismos bioquimicos y moleculares implicados

en la tolerancia y detoxificacion de Cr(VIl) y fenol
por las bacterias en estudio.
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9.1. Adaptacién microbiana a la contaminacién ambiental

Los microorganismos son los seres vivos mas abundantes y diversos del planeta, con
una participaciéon crucial en los ciclos biogeoquimicos y en el funcionamiento de los
ecosistemas. La mayoria de las comunidades microbianas que existen en la naturaleza son
extremadamente complejas en términos de estructuras ecolégicas, patrones de interaccién y
fiuctuaciones evolutivas (Song y col., 2014). La introduccidén de contaminantes en un ambiente
determinado es uno de los principales factores que puede alterar dicha complejidad,
modificando la diversidad microbiana a través de la seleccion de los individuos mas tolerantes.
En general, las comunidades bacterianas mejor adaptadas a las condiciones geoquimicas de
sitios contaminados presentan abundancia de genes clave, involucrados en la tolerancia a
contaminantes especificos tales como nitratos, metales pesados y solventes orgénicos
{(Hemmey col., 2010).

Se han identificado dos mecanismos principales por los cuales los microorganismos
pueden mitigar los efectos nocivos de la exposicion a los contaminantes. Uno de ellos es la
transformacién de los mismos en sustancias menos téxicas a través de quelacion, metilacién y
cambios en el estado redox de sustancias inorgénicas (Dimkpa y col., 2008; Borch y col., 2010;
Rinklebe y col., 2010) o bien degradacion, en el caso de compuestos organicos (Hussain y col.,
2009). El otro mecanismo se basa en una serie de procesos de resistencia interna que
permiten la supervivencia de los microorganismos y que pueden aplicarse tanto para
contaminantes orgdnicos como inorgdnicos. Entre ellos se puede mencionar la presencia de
barreras de exclusidén y secuestro, sistemas de eflujo activo y activacién de la respuesta
antioxidante (Puglisi y col., 2012; Mani y col., 2013).

Los determinantes genéticos de la tolerancia y detoxificacion de contaminantes
de diferente naturaleza, se encuentran tanto en el cromosoma bacteriano como en
elementos moviles, entre ellos plasmidos y transposones. ElI éxito de algunos
microorganismos frente a otros en la supervivencia en ambientes contaminados estaria
relacionado con mecanismos genéticos tales como recombinacién, mutaciones o
transferencia horizontal de genes (Puglisi y col., 2012).

La adecuada comprensién de estos mecanismos bioquimicos, fisiolégicos y
moleculares, es un requisito previo para la aplicacion de bacterias en ambientes
contaminados y en el desarrollo de herramientas biotecnoldgicas para el monitoreo

ambiental, seleccién y estudio del potencial biorremediador de ciertas cepas o comunidades.
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9.2. Mecanismos bacterianos de tolerancia a Cr(VI)

Como ya ha sido descripto a lo largo de esta tesis, el Cr es uno de los metales pesados
mds téxicos, y el incremento de su concentracién en el ambiente a causa de la liberacién
desmedida por actividades industriales y mineras es una cuestion alarmante.

La capacidad de los microorganismos para tolerar este metal depende fuertemente del
estado de oxidacién en el que se encuentre. El Cr(lll) tiende a precipitar y formar complejos
insolubles, por lo que dificilmente atraviesa las membranas plasmadticas e ingresa al citoplasma
(Zayed y Terry, 2003). Por el contrario, debido a su elevada reactividad, el Cr(Vl) es altamente
toxico y suele ser internalizado en las células en su forma anidnica a través de sistemas de
transporte de sulfato {(Ramirez- Diaz y col., 2008). Sin embargo, existen cepas bacterianas con
interesantes mecanismos de tolerancia que les permiten crecer en presencia de elevadas
concentraciones de Cr(VI). Entre esos mecanismos se destacan la presencia de bombas de
expulsién del tipo ChrA y de cromato reductasas (He y col.,, 2011}, que se describirdn a

continuacion.

9.2.1. Eflujo del ion cromato

Uno de los mecanismos de tolerancia a Cr{Vl) mas estudiados es el eflujo del metal a
través de la proteina ChrA, una bomba de expulsién transmembrana dependiente de la fuerza
proton-motriz. Esta proteina pertenece a la superfamilia de transportadores CHR, y ha sido
caracterizada en diversos géneros bacterianos, tales como Pseudomonas, Cupriavidus, Bacillus,
Shewanella y Ochrobactrum (Viti y col., 2014). Ademas, algunos posibles homélogos fueron
identificados luego del secuenciamiento de genomas bacterianos y se conoce su presencia en
plantas, hongos y arqueas (Diaz- Pérez y col., 2007).

Las bombas de eflujo ChrA pueden ser monodominio (SCHR, de aproximadamente 200
aminodcidos) o bidominio (LCHR, de alrededor de 400 aminodacidos), aunque las bacterianas
por lo general se clasifican dentro del segundo grupo y presentan alrededor de 10 segmentos
o~ hélice transmembrana (Cervantes y Campos Garcia, 2007).

Los genes codificantes para las proteinas ChrA se encuentran incluidos en operones,
que pueden estar presentes en el cromosoma bacteriano, aunque por lo general se asocian al
ADN plasmidico. Esos operones presentan diferente numero de marcos abiertos de lectura
(ORF) y suelen estar flanqueados por secuencias correspondientes a transposasas y resolvasas,
sugiriendo la posible transferencia horizontal de los mismos entre microorganismos

{Vasconcelos Morais y col., 2011). Aunque el contenido y orientacién de los genes en el operdn
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varia de acuerdo a la especie analizada, el tnico gen presente en todos los casos es chrA, tal

como se puede observar en la figura 43.

O. tritici 5bvll Transposén: OtChr

IR ]

Plésmido B4 Pseudomonas sp. Transposén: 5719

Comamonas CNB1. Transposon: CNB1

Bacillus cereus ATCC 10987

Figura 43: Representacién esquemdtica del contexto gendmico de los genes chr en
bacterias pertenecientes a diferentes géneros. IR: Regiones repetidas invertidas. Genes:

chrA (transportador del ion cromato) n tnp (trans osasas);- chrB (posible
regulador transcripcional);. chrC (posible proteina SOD);E resistencia a arsénico;
Funcién desconocida. (Adaptada de Vasconcelos Morais y col., 2011).

Si bien los genes chrA no estdn conservados dentro del dominio Bacteria, se conoce
que las proteinas que éstos codifican se clasifican dentro de 6 subfamilias de transportadores
bidominio LCHR, de alrededor de 400 aminoacidos de longitud. Bacterias correspondientes a
un grupo taxondmico, por lo general presentan proteinas de la misma subfamilia (figura 44).
Por ejemplo, todas las bacterias Gram positivas presentarian proteinas LCHR de la subfamilia 1

y las y proteobacterias, aquellas correspondientes a LCHR 1y 5.
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Figura 44: Arbol filogenético de la subfamilia de proteinas LCHR en procariotas,
de acuerdo a su clasificacién taxondmica. (Adaptada de Diaz- Pérez y col., 2007).

Mas alld del amplio conocimiento sobre las proteinas de la familia CHR, existen pocos
trabajos relacionados con el estudio de la distribucidn del gen chrA en poblaciones de
microorganismos (Caballero-Flores y col, 2012). Ademas, aunque la deteccion de
determinantes genéticos de tolerancia a metales ha sido descripta como una herramienta
eficaz a la hora de seleccionar cepas para su biotratamiento (Patra y col., 2010), ain no han
sido disefiados cebadores género-especificos para evaluar la presencia de chrA en bacterias

aisladas del ambiente.

9.2.2. Reduccién de Cr(V1) a Cr(lll)

La reduccion microbiana de Cr(Vl) a Cr(lll) se considera un proceso de detoxificacion
del metal, el cual puede ocurrir tanto aerébica como anaerdbicamente y las enzimas
involucradas cominmente estdn codificadas a nivel cromosémico. En presencia de oxigeno el
Cr{Vl) es reducido mayormente por cromato reductasas, que son flavin mononucledtido
reductasas dependientes de NAD(P)H. Las mismas son muy diversas dentro del dominio
Bacteria y pueden presentar un amplio rango de tamafio, localizacién, condiciones de
reducciéon y pardmetros cinéticos (Ramirez Diaz y col., 2008). En cambio, las bacterias
anaerobias utilizan Cr(Vl) como aceptor final de electrones en la cadena respiratoria

(Elangovan y col., 2010).



La primera cromato reductasa descripta fue aislada de Enterobacter cloacae HO1, esta
asociada a la fraccion de membrana y transfiere electrones a Cr(VI) a través de citocromos
dependientes de NADH (Ohtake y col., 1990). Posteriormente a este hallazgo, han sido
caracterizadas cromato reductasas pertenecientes a numerosos géneros bacterianos, por lo
general, en el contexto de sustratos alternativos. Por ejemplo, las nitrorreductasas NfsA/ NfsB
de Vibrio harveyi, con actividad secundaria cromato reductasa (Kwak y col., 2003), o la
reductasa férrica FerB de Paracoccus denitrificans, que emplea Fe(lll)-nitrilotriacetato o Cr(VI)
como sustratos (Mazoch y col., 2004). La amplia diversidad de estas enzimas, asi como la
multiplicidad de funciones que desarrollan, ha llevado a algunos autores a sugerir que la
reduccién de cromato es una funcién secundaria adquirida recientemente, como consecuencia
del incremento del Cr(VI) antropogénico en el ambiente (Cervantes y Campos- Garcia, 2007).

Las reductasas bacterianas pueden localizarse tanto en la fraccién de membrana
(Cheung y col., 2006) como en el citoplasma (Polti y col., 2010,). Las enzimas ubicadas en
membrana reducen Cr(Vl) extracelularmente, empleando agentes reductores de la cadena de
transporte de electrones, mientras que las solubles pueden participar en procesos extra e
intracelulares dependientes de NADH/NADPH (Thatoi y col., 2014).

Durante la reduccidn de Cr(VI), las células bacterianas sufren un fuerte estrés oxidativo
debido a la formacidn de especies reactivas del oxigeno (EROS) (Cheung y col., 2006). En base a
la magnitud del estrés generado, las enzimas que reducen Cr(Vi) pueden ser categorizadas
como reductoras de un electrén o de dos electrones (Thatoi y col., 2014). En la reaccidn de
transferencia de un electrén el Cr(Vl) es reducido al intermediario inestable Cr{V), paso
seguido de una transferencia de dos electrones para generar Cr(lll). Mediante esta via, una
proporcién de Cr(V) se vuelve a oxidar espontaneamente provocando la formacién de una gran
cantidad de EROS. Por el contrario, las transferasas de dos electrones catalizan la reduccién
directa a Cr(lll) sin formacién de Cr{V), generando asi una cantidad mucho menor de EROS
(Cheung y Gu, 2007).

Finalmente, en base a su homologia de secuencia, las cromato reductasas pueden ser
de clase | o ll. Las enzimas mé&s estudiadas de clase | son ChrR (P. putida) e YieF (E. coli),
flavoproteinas diméricas dependientes de NADH involucradas en la reduccion a través de la
transferencia de uno y dos electrones, respectivamente (Ackerley y col.,, 2004). Otras
flavoproteinas pertenecientes a este grupo son NemA, de E. coli y ChrA de B. cereus y B.
thuringiensis (Thatoi y col., 2014). Por otro lado, las cromato reductasas de clase |l son un

grupo de proteinas con actividad nitroreductasa, que reducen quinonas y nitrocompuestos



efectivamente y Cr({Vi) de forma variable. Entre las enzimas de la clase |l se encuentran NfsA de
E. coli, NfsB de V. harveyi y ChfN de B. subtilis (Park y col., 2002; Kwak y col., 2003).
En la siguiente tabla se describen algunas enzimas con actividad cromato reductasa,

presentes en diferentes géneros bacterianos.

Tabla 7: Enzimas implicadas en la reduccién de Cr(VI). Clasificacion y descripcién.

Enzima Clase Tipodeenzima  Bacteria ("*‘! Estructura  Referencia
ChrR 1 Quinona reductasa E. coli Eswaramoorthy y col., 2012
Gh-ChrR | Cromato reductasa G. hansenii s Tetramero Jiny col., 2012
R 1 Flavoenzima P. putida Dimero Park y col., 2000
| Flavoproteina P. aeruginosa Diaz-Perez y col., 2007

Cromato reductasa

ChR 1 NADH-dependiente  R. sphaeroides 42 Monémero Nepple y col., 2000
/ FMN o NAD(P)H . .
YieF I dependiente E. coli 50 Dimero Ackerley y col., 2004
NemA 1 Cromato reductasa

E. coli 45 Mondmero Robins y col., 2013
AzoR 1 Azoreductasa
NisA 1] E. coli Dimero Ackerley y col., 2004

) Nitroreductasa 50
NisB ] V. harveyi Mondmero Kwak y col., 2003
ydgt B. subtilis Minton y col., 2004
] Nitroreductasa 65 Dimero

KelF E.coli Prossery col., 2010
YenD ] FMN reductasa B. subtilis 72 Dimero Morokutti y col., 2005

Ademéas de los mecanismos enzimaticos, no hay que perder de vista que ciertos
compuestos reductores intracelulares intervienen en la formacion de Cr(Ill) a partir de Cr{Vi).
Entre esos compuestos se pueden mencionar aminodacidos, aztcares, acidos organicos o
glutation (Vasconcelos Morais y col., 2011).

El destino final del Cr(lll) formado es variable. En la mayoria de los casos, el metal
tiende a asociarse a grupos carboxilos e hidroxilos de proteinas o acidos nucleicos y/o
acumularse en el citoplasma celular (Srivastava y Thakur, 2006; Pei y col., 2009). La
precipitacion de complejos insolubles de Cr{lll) sobre la superficie de las células, asi como su
asociacion por interaccion quimica con moléculas de las membranas bacterianas, también ha
sido descripto en muchas cepas con capacidad reductasa (Yang y col., 2007; Polti y col., 2010,).

Sin embargo, en los tltimos afios se puso en evidencia la formacién de complejos solubles por



coordinacién entre la forma reducida del metal y pequefias moléculas orgdnicas. Esos
complejos pueden permanecer en el medio de cultivo sin precipitar a pH neutro (Dong y col.,
2013; Chen y col., 2012). Esto explicaria la presencia de elevadas concentraciones de Cr(lll)
detectadas en sobrenadantes post-remocion de algunos microorganismos (Park y col., 2000;
Middleton y col., 2003).

Debido a la generacion de EROS durante la reduccion de Cr(Vi), la sobreexpresion de
proteinas antioxidantes representa un mecanismo de tolerancia adicional al estrés generado
por la presencia del metal. Ademds, la induccién de mecanismos de proteccion y
reestructuracion de proteinas, respuesta SOS asociada a la reparacién de dafios en el ADN y la
limitacidon en la incorporacidon del ion suifato, pueden mencionarse como mecanismos de
defensa celular contra el Cr(VI) (Brown y col., 2006; Vasconcelos Morais y col., 2011).

La figura 45 resume los principales mecanismos de tolerancia bacteriana a Cr(VI).
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Figura 45: Mecanismos de tolerancia bacteriana a Cr(VI). (Extraida de Viti y col., 2014).



9.3. Mecanismos bacterianos de tolerancia a fenol

La toxicidad del feno! radica en su capacidad para acumularse en las membranas
celulares y desorganizar su estructura, efecto que provoca la mayoria de los compuestos
aromaticos que poseen un coeficiente de particidén octanol/agua por debajo de 4. Su contacto
con las células resulta en la pérdida de iones y metabolitos, cambios en el pH intracelular y
potencial de membrana y daio oxidativo, pudiendo llevar eventualmente a la muerte celular
de aquellas bacterias que no cuentan con las herramientas necesarias para combatir los
efectos nocivos de este compuesto (Santos y col., 2004; Segura y col., 2012). Sin embargo,
existen algunas cepas bacterianas que no sélo son capaces de tolerar elevadas
concentraciones de fenol y compuestos similares, sino que ademads cuentan con el potencial
enzimatico para degradario y emplearlo como fuente de carbono para su crecimiento,
contribuyendo, ademas, a su eliminacion (Ramos y col., 2002; Al-Khalid y col., 2012). Dentro de
los mecanismos mdas importantes de tolerancia al compuesto, se encuentran Ia
reestructuracién de membranas y sistemas de expulsién, mientras que la biodegradacién no
sélo permite transformarlo a sustratos carbonados asimilables, sino que ademas lo elimina del

ambiente, protegiendo a otros organismos de su toxicidad (figura 46).
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Figura 46: Principales mecanismos de tolerancia bacteriana a fenol. (Adaptada de Segura

y col., 2012).
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9.3.1. Reestructuracion de envolturas celulares y sistemas de eflujo como
mecanismos de tolerancia a fenol

Existen dos mecanismos principales que le permiten a las bacterias disminuir la fluidez
de la bicapa lipidica generada por compuestos aromaticos. Uno de ellos es la isomerizacion cis-
trans de acidos grasos (AG) insaturados, que ocurre como una respuesta celular rapida. La
respuesta a largo plazo consiste en incrementar la proporcion de AG saturados. El
comportamiento estérico de los AG insaturados con conformacidn trans es similar al de los AG
saturados, ambos poseen una conformacidn extendida a lo largo que permite un
“empaquetado” mas denso de la membrana y por lo tanto, le otorgan mayor rigidez. En
contraste, la configuracién cis de la cadena acilo tiene una curva de 30° que causa un
impedimento estérico y desordena la conformacidén de la membrana (Segura y col., 2012).

En el caso de las bacterias Gram negativas, la membrana externa juega un papel
importante en la tolerancia al fenol, principalmente porque acttia como barrera de
permeabilidad para el ingreso y expulsidon de este compuesto (Zhang y col., 2011).

La reestructuracién de otras envolturas celulares también se ha mencionado como
mecanismo de tolerancia bacteriana al fenol. Por ejemplo, el aumento en el contenido de
lipopolisacaridos en la membrana externa modifica su hidrofilicidad y crea una barrera contra
moléculas aromaticas (Weber y col., 1996). De manera similar, algunas bacterias modifican la
composicion y concentracién de peptidoglicano para estabilizar la pared celular y reducir la
permeabilidad de compuestos como el fenol (Isken y de Bont, 1998; Sikkema y col., 1995;
Santos y col., 2007).

A diferencia de lo que ocurre con el transporte de Cr(Vl), los sistemas que regulan el
movimiento de fenol hacia y desde el interior de las células no han sido tan extensamente
estudiados. Sin embargo, existe una proteina monomérica de membrana externa, del tipo
OmpA que ha sido fuertemente implicada en la incorporacién de compuestos como benzoato
y fenol y tiene actividad emulsificante, lo cual aumenta la biodisponibilidad de estos
compuestos y favorece su internalizacién (Pessione y col.,, 2003). Ciertas bacterias sub-
expresan este tipo de porinas como mecanismo de tolerancia a compuestos aromaticos (Zhang
y col., 2011).

Entre las estrategias para sobrevivir al estrés causado por muchos xenobidticos, las
bacterias han desarrollado sistemas de eflujo, que permiten la expulsién activa de diferentes
compuestos que pueden no estar quimicamente relacionados, desde el citoplasma celular o
periplasma. Entre ellas, las bombas del tipo RND (Resistencia-Nodulacién- Proteccidn celular),

se consideran las mas eficientes. Este tipo de transportadores multicomponente se extienden
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desde la membrana interna a la externa y han sido caracterizados en cepas bacterianas
resistentes a benceno, tolueno y fenol, entre otros compuestos aromaticos (Roma-Rodrigues y
col., 2010). Uno de los mas conocidos es TolC, un sistema de expulsién tipo RND inespecifico
implicado ademas en el transporte de multiples solventes organicos y farmacos
antimicrobianos (Nishino y col., 2003).

Los miembros de la familia de transportadores ABC (ATP Binding Cassette) también
han sido relacionados con la tolerancia a este tipo de compuestos (Segura y col., 2012). Son
sistemas con dominios transmembrana y de unidn a nucleédtidos, formados por una o varias
proteinas, que tienen capacidad para ingresar o expulsar sustratos de amplio rango, como
azucares, aminoacidos, iones, drogas, polisacaridos y proteinas (Fernandez y Hancock, 2012).
Particularmente, la tolerancia a fenol por cepas de Acinetobacter y P. putida ha sido
relacionada con la sobreexpresién de este tipo de proteinas, aunque no se conoce con certeza
si su funcion es especificamente la eliminacion del compuesto desde el interior de la célula

(Pessione y col., 2003; Santos y col., 2004; Zhan y col., 2012).

9.3.2. Biodegradacién aerobia de fenol

La biodegradacién de fenol es un proceso de gran importancia para su eliminacién del
ambiente, debido a su elevada persistencia y toxicidad. Algunos organismos han desarrollado
la capacidad para emplear este compuesto aromatico como fuente de carbono y energia, tanto
en condiciones aerébicas como anaerébicas (Xu y col., 2003). Si bien esta ultima se ha
descripto en algunos microorganismos, tales como bacterias desnitrificantes y metanogénicas,
sobre todo durante la descomposicién de materiales de desecho en areas de relleno sanitario
y lodos activados (Basha y col., 2010), la biodegradaciéon aerébica es el proceso mas difundido
y estudiado en géneros bacterianos muy diversos.

Tal como ocurre con la mayoria de los compuestos aromaticos, el clivaje del anillo
fendlico y su posterior degradacién en condiciones aerdbicas involucra dos pasos
fundamentales {(figura 47). En primer lugar ocurre la activacién, que es la etapa limitante y se
basa en la monohidroxilacién del anillo aroméatico por una fenol hidroxilasa para formar
catecol. La segunda etapa consiste en la escision del mismo catalizada por catecol dioxigenasas

(Tuany col., 2011).



Introduccion Ik

o]

I = Fenol
P

0,+NADPH + H*
NADP+ H,0 D l
0

O
Via de escision meta Q
O

AN o : D Xcoon
I Soom 2H* l _pcoom

CrO

Semialdehido 2-hidroximucénico Acido ¢fs, cis-mucénico
* e
COOH ﬂ‘ F
o X - COO
Oxopento 4-enoato B-cetoadipato

I NP NS

Piruvato Acetaldehido Acetil-CoA o Succinil-CoA

Figura 47: Vias de degradacion aerdbica de fenol. Referencias: semialdehido
hidroximucénico deshidrogenasa (DmpC), 4-oxalocrotonato tautomerasa (Nah)), 4-
oxalocrotonato descarboxilasa (DmpH), 2-hidroxipento-2,4-dienoato hidratasa {DmpE); 4-
hidroxi-2-oxovalerato aldolasa (XylK); acetaidehido deshidrogenasa (DmpF); muconato
cicloisomerasa {Cat B); muconolactona isomerasa (Cat C); 3-oxoadipato enol-lactona
hidrolasa (PcaD); 3-oxoadipato CoA transferasa (Pcall); § cetoadipil CoA tiolasa (PcaF).
{Adaptada de Tsirogianni y col., 2004 y Zhan y col., 2012).

Se conocen dos tipos de feno! hidroxilasas, la enzima simple y la multicomponente,
esta ultima es considerada predominante en bacterias medioambientales (Futamata y col,,
2001). Llas fenol hidroxilasas multicomponente (LmPH-Large multicomponent phenol

hidroxylase) poseen seis subunidades, y el sitio catalitico estd incluido en la subunidad de



mayor tamafo {Watanabe y col., 2002). El andlisis de las secuencias de nucleédtidos de
diferentes ImPH ha revelado que este gen es altamente conservado entre las diversas especies
{Xu y col., 2003; Watanabe y col., 2002; Sandhu y col., 2009).

Por otro lado, las metaloenzimas catecol dioxigenasas catalizan la adicidn de dos
atomos de oxigeno molecular directamente en el catecol, con la subsecuente apertura del
anillo. Las mismas se clasifican en dos grupos, las intradiol dioxigenasas (catecol 1,2-
dioxigenasas), que producen la ruptura del anillo en posicidn orto, entre los carbonos 1y 2 y
las extradiol dioxigenasas (catecol 2,3-dioxigenasas), involucradas en el clivaje meta entre los
carbonos 2 y 3. Los productos finales de estas vias son - cetoadipato (&cido cis-cis mucénico) y
semialdehido 2- hidroximucoénico, respectivamente (Agarry y Solomon, 2008; Guzik y col.,
2011). Luego, a través de una serie de reacciones de isomerizacién y descarboxilacién se
generan piruvato y acetaldehido o succinil-coA vy acetil-CoA que ingresan al ciclo de los
acidos tricarboxilicos, a partir del cual los microorganismos obtienen energia e intermediarios
carbonados (El-Sayed y col., 2003).

Existen diferentes opiniones acerca de la productividad de estas vias. Algunos autores
sugieren que la orto escision de catecol es mas productiva, ya que en ella los metabolitos
formados son derivados directamente al ciclo de Krebs, con menor consumo energético (indu
Nair y col., 2008; El Azhari y col., 2010). Por el contrario, otros investigadores han demostrado
que el rendimiento energético por mol de fenol es significativamente mayor en la meta
degradacién, debido a que sus metabolitos son asimilados a través del ciclo de Krebs y ciclo de
glioxilato, generandose 3-fosfoglicerato y a partir de él mas biomasa biodegradable por las
células (Kiesel y Miller, 2002; Johnson y Beckham, 2015).

La mayoria de los trabajos de investigacion realizados hasta el momento apuntan a la
deteccion del gen cat A, codificante de la enzima catecol 1,2-dioxigenasa, como herramienta
molecular para el estudio de microorganismos y comunidades degradadoras de compuestos
aromaticos (El Azhari y col., 2010; Moreno y col., 2011). Dicho gen estd incluido dentro de un
operén de localizacién generalmente cromosdémica que contiene mas de 10 ORF y suele
codificar, ademas, enzimas implicadas en la degradacion de fenol {(mph) y benceno (ben).
Genes cat A de diferentes phylum han mostrado elevada similitud de secuencia, lo cual es un
indicador de la evolucidn independiente de los genes 165 ADNry cat A, posiblemente a causa
de la transferencia horizonal (Chae y col., 2007). La figura 48 representa esquematicamente la
disposicion de los genes asociados a la degradacion de fenol, benceno y catecol en diferentes

especies del género Acinetobacter.
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Figura 48: Cluster de genes implicados en la degradacion de fenol y benzoato en A. calcoaceticus
PHEA-2, A. baumannii AYE, A. calcoaceticus NCIB8250 y A. baylyi ADP1, respectivamente. Las
flechas indican el sentido de transcripcion. Cat A: catecol 1,2 dioxigenasa, cat B: cis-cis muconato
cicloisomerasa, cat C: muconolactona isomerasa y cat M/R: regulador transcripcional, cat E,F,D:
funcién desconocida. Ben: genes implicados en la degradacién de benceno. Mph: genes
implicados en la degradacién de fenol. Orf: genes no identificados. (Extraida de Zhan y col,,
2012).

9.4. Induccién de respuesta antioxidante y mecanismos de proteccion intracelular
que se desencadenan en presencia de Cr(Vl) y fenol

A lo largo de esta introduccion se ha mencionado que tanto el Cr{Vl) como el fenol son
compuestos toxicos que inducen estrés oxidativo y alteracion en las estructuras celulares de
los microorganismos. La respuesta intracelular ante esos efectos nocivos generados por los
contaminantes determinara su capacidad para tolerarlos.

En ese sentido, los mayores problemas causados tanto por la reduccién de Cr(Vl) a
Cr(it) como por la exposicién a fenol se relacionan con la generacion desmedida de EROS.
Entre ellas se incluyen radicales libres, como el anién superéxido {0,”) y el radical hidroxilo
("OH) y especies no radicales, tales como el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el oxigeno singlete
(Lushchak y col., 2011). Los lipidos son los principales blancos de las EROS. Los radicales libres
pueden atacar directamente los AG poliinsaturados de las membranas y provocar peroxidacién
lipidica, alterandose el correcto funcionamiento de la membrana y generdndose mas radicales,
algunos fuertemente reactivos que provocan dafios en otras moléculas, como por ejemplo las
proteinas (Cabiscol y Ros, 2000).

El desarrollo de sistemas antioxidantes eficientes para combatir las EROS es una

respuesta crucial para la supervivencia de los microorganismos expuestos a los contaminantes.



Introduccidén

Enzimas como superoxidodismutasa (SOD), catalasa y peroxidasas juegan un rol
preponderante en la defensa bacteriana ante la toxicidad generada tanto por Cr(Vl) (Ramirez-
Diaz y col., 2008) como por fenol (Santos y col., 2007).

Compuestos de bajo peso molecular, tales como piridoxina, vitamina C y E y glutation,
constituyen un grupo de moléculas antioxidantes capaces de neutralizar directamente ciertas
EROS (Chen y Xiong, 2005). El glutation corresponde a uno de los antioxidantes mas
concentrados en las células y tiene un rol muy importante en la defensa celular,
principalmente frente a los metales pesados. Este tiol se puede encontrar bajo dos formas:
reducida (GSH), como tripéptido y-glutamilcisteinilglicina, y oxidada (GSSG). E! estrés celular
provoca variaciones en la proporcién GSSG/GSH, aungue en condiciones normales el GSH es la
forma mas abundante. La capacidad del GSH para reducir EROS y autooxidarse es la que
permite mantener el ambiente reductor intracelular (Sies, 1990). Las enzimas relacionadas con
el metabolismo del GSH juegan un papel muy importante en la defensa contra las EROS: la GSH
peroxidasa (GPX) es un secuestrador de H,0, que usa GSH como reductor, mientras que la
glutation reductasa (GR) reduce GSSG para mantener estables los niveles de GSH/GSSG,
empleando NADPH como fuente de poder reductor (Cabiscol y Ros, 2000). Finalmente la
enzima GSH-S-transferasa (GST) cataliza la conjugacidon nucleofilica de GSH con algunos
sustratos electrofilicos (Vuilleumier 1997). Es importante destacar que el GSH ha sido descripto
como un agente intracelular no enzimatico que ademas de combatir las EROS, es capaz de
reducir Cr(V1)a Cr{ill) (Kilicy col., 2010).

El sistema tiorredoxina (Trx), compuesto por NADPH, tiorredoxina reductasa y
tiorredoxina, es otro importante complejo antioxidante celular que regula el balance ditiol/
disulfuro. Mientras que algunas cepas pueden ser GSH-negativas, el sistema Trx es ubicuo en el
reino Bacteria y esencial para el mantenimiento del balance redox y la supervivencia en
condiciones de estrés (Lu y Holmgren, 2014).

E! potencial téxico de las EROS puede provocar serios daiios sobre el ADN y las
proteinas. En cuanto a estas Ultimas, el estrés oxidativo afecta principalmente a los residuos
cisteina y metionina, modificando su conformacion terciaria y alterando su capacidad
catalitica, en el caso de las enzimas. La reparacién del dafio producido ocurre a través de
mecanismos de reduccién, que permiten restablecer su conformacion original (Lushchak,
2011). Ademas, ciertas proteinas de respuesta ante el estrés oxidativo, térmico u osmético
suelen actuar como chaperonas, favoreciendo la reconstruccion de la estructura terciaria de
otras proteinas o bien permitiendo la degradacidn de proteinas defectuosas por proteasas

intracelulares (Cabiscol y Ros, 2000).
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En cuanto al dafo causado sobre el ADN, que constituye una alteracién celular mas
extrema ante el estrés provocado por contaminantes, existe un mecanismo de reparacién
bacteriano conocido como sisterna SOS. Este sistema induce la detencion de la replicacién del
ADN vy la divisién celular e involucra mas de 40 genes que codifican para proteinas implicadas
en mecanismos de proteccidn, reparacion, replicacién, mutagénesis y metabolismo de ADN
(Viti y col., 2014). Entre esas enzimas se pueden mencionar helicasas, recombinasas y

endonucleasas (Ramirez-Diaz y col., 2008).

9.5. Utilizacion de mecanismos de tolerancia bacteriana como estrategias de
biorremediacion

La implementacién de bacterias para la remediacién de contaminantes requiere
comprender la manera por la cual éstas interactan con los compuestos téxicos a los que serdn
expuestas. Es asfi que el estudio basico de los mecanismos implicados en la biorremediacién de
Cr(Vi}) y fenol, permitié el empleo de diversas cepas en la detoxificacion de grandes volumenes
de soluciones contaminadas y el mejoramiento genético de otras, con el objetivo final de su
aplicacién in vivo.

El desarrollo de cepas bacterianas tolerantes y reductoras de Cr(VI) ha ganado interés
en los Gltimos afios. Por ejemplo, una cepa de E. coli modificada genéticamente, productora de
la enzima cromato reductasa ChrR6, de elevada capacidad catalitica, mostré una interesante
eficiencia de remediacién con respecto a su par salvaje (Liger y col., 2004). De manera similar,
el uso de mutagénesis ha servido como herramienta exitosa para promover la degradacion de
fenol a través de ciertas enzimas bien caracterizadas (Nesvera y col., 2015). El conocimiento de
los determinantes moleculares relacionados con la biorremediacién de fenol también ha
permitido monitorear la expresion de ciertos genes en comunidades microbianas y
comprender su posible potencial para la degradacién del compuesto (Ramio-Pujo! y col.,
2013).

Por su parte, es interesante destacar que recientemente se ha demostrado la
implicancia de enzimas claves en biorremediacién, en otros procesos biotecnolégicos
importantes. Tal es el caso de la potencial aplicacién de algunas cromato reductasas en terapia
anticancerigena, o de las catecol dioxigenasas en la produccion industrial (Thatoi y col., 2014;
Xiey col., 2014).

En base a estos antecedentes y los resultados descriptos previamente, consideramos
necesario evaluar los mecanismos bioquimicos y moleculares implicados en la tolerancia y

remocion de Cr{VI) y fenol, en las cepas componentes del cultivo mixto SF 500-1.
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10.1. Técnicas de biologia molecular

10.1.1. Extraccidon de ADN genémico

El aislamiento de ADN gendmico de ambas bacterias se realiz6 mediante el kit
comercial Wizard Promega, a partir de 1 ml de cultivo microbiano crecido over night en medio
TY. Para A. guillouige el kit se empled siguiendo las instrucciones del fabricante. En el caso de
Bacillus sp., se adiciond un paso inicial de tratamiento con lisozima (10 mg/ml) a 37°C para
favorecer la lisis celular.

El ADN obtenido, se cuantificéd por espectrofotometria UV a 260 nm y se empled para
amplificar por PCR, secuencias de genes involucrados en la tolerancia y/o remocion de los

contaminantes de interés.

10.1.2. Amplificacién de genes involucrados en el metabolismo de Cr(V1) y fenol

Se amplificaron por PCR genes involucrados en la tolerancia y reduccién de Cr(Vi) en
ambas bacterias, mientras que aquellos genes codificantes de proteinas relacionadas al
metabolismo de fenol, sélo se evaluaron en A. guillouiae SFC 500-1A. Los productos obtenidos
por PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%, se visualizaron mediante
bromuro de etidio y se secuenciaron en la Unidad Gendmica de INTA Castelar. Las secuencias
se analizaron mediante el programa BioEdit v7.0.9, herramienta ClustalW y se compararon con
aquellas presentes en la base de datos NCBI- BLAST.

Los cebadores seleccionados se describen a continuacién y las condiciones de PCR se

detallan en la tabla 8.

o Amplificacién parcial del gen chr A

La amplificacién de chrA se realizé utilizando cebadores degenerados disefiados a
partir de regiones altamente conservadas de secuencias conocidas del gen en diferentes cepas
de Bacillus sp. o y— proteobacterias, para Bacillus sp. SFC 500-1E o A. guillouiae,
respectivamente. Dichas secuencias se obtuvieron desde la herramienta BLAST entrez y los
alineamientos muitiples se realizaron utilizando ClustalW. Los cebadores disefiados se

evaluaron mediante el programa OligoCALC, y fueron:
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Para Baciilus sp. SFC 500-1E:
CHRBAC- F 5'GTY GCT CAT GCH ATA HGD GGA ATGGC 3"/

CHRBAC- R 5" GGH ARH ACR ACG TGH CCN CCD CC 3’

(Tamafiio esperado del fragmento a amplificar: 350 pb).

Para A. guil FC 500-1A:
Chr AF 5" CBACCATRATCAGHGGNCCBGGBG3'/
Chr AR 5'GCTTYGGBGGVCCNGCNGGVC3’
(Tamafio esperado del fragmento a amplificar: 850 pb).
ACICHRA F 5'ATBACVCCNACCACVGCNGC 5’
ACICHRA R 5'GCTTYGGBGGVCCNGCNGG 3’
(Tamaiio esperado del fragmento a amplificar: 800 pb).
PSECHRA F 5'-GAGCGTTGCGAATGAAGAGTCG-3’
PSECHRA R 5'GGAAGCATGAAACCGAGTCCC 3’ (Disefiados por Caballero-Flores y col., 2012)

(Tamafio esperado del fragmento a amplificar: 1 kb).

e Deteccién parcial del gen chr R de E. coli K12

La deteccidon del gen chrR, que codifica para la enzima cromato reductasa en E. coli K12 se
realizé mediante la metodologia descripta por Patra y col. (2010), empleando los cebadores
disefiados por estos investigadores. Dichos cebadores fueron:

ChrF S'TCACGCCGGAATATAACTAC 3° y ChrR 5 CGTACCCTGATCAATCACTT-3" (Tamafio

esperado del fragmento a amplificar: 280 pb).

o Deteccién del gen codificante de la enzima fenol hidroxilasa

Se evalué mediante PCR la presencia del gen codificante de la enzima fenol hidroxilasa
multicomponente (LmpH) en A. guillouiae SFC 500-1A. Para la amplificacién, se emplearon los
cebadores Lphl (5'-AGG CAT CAA GAT CAC CGA CTG-3") y Lph2 (5°-CGC CAG AAC CAT TTA TCG
ATC- 3°) disefiados por Xu y col. (2003) (Tamafio esperado del fragmento a amplificar: 680 pb).
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Tabla 8: Cebadores y condiciones de amplificacién empleados

cH ¥/ Proltelna ad:A
CHRBAC- R expulsion Chr
Bacillus sp.
ChrA F/ Protgllna de
expulsion ChrA
ChrAR s
A. guillouiae.
ACICHRA F/ Proteina de
ACICHRA R expulsién ChrA
A, guillouiae.
Proteina de
PSECHRA F/ K
PSECHRA R expulsfén ghrA
A. guillouiae.
d!l‘l!l reductasa
i f ChrR
Lph 1/ Subunldefd
mayor enzima
Lph 2 LmPH

Buffer

MgCl,
dNTP

Cebadores
ADN

Taq polimerasa
Agua,

Buffer

MgCl,

dNTP
Cebadores
ADN

Taq polimerasa
Agua

Buffer

MgCI 2

dNTP
Cebadores
ADN

Taq polimerasa

Agua

Buffer

MgCl,

dNTP
Cebadores
ADN

Taq polimerasa
Agua

Buffer

MgCl;

dNTP
Cebadores
ADN

Taq polimerasa
Buffer

MgCIz

dNTP
Cebadores
ADN

Tag polimerasa
Agua

1uMm
2ug
22U

csp 25l

iX
1-2mM
0,2 mM
0,5-2 uM
2pg

2U

csp 25 pl

1X

1-2 mM
0,2 mM
0,5-2 uM
2pg

2U
csp2sul

1X
2mM
0,2mM
2uM
2ug

2U

csp 25 pl

x

2,5 mM
0,2 mM
2uM
2ug

r 4 )

csp 25

1X
1mM
0,2mM
0,5 uM
2ug
25U
csp 25 ul

94 °C- 8 min
94 °C- 45 seg
60 °C-45 seg
72°C-45 seg
72°C 5 min

30 ciclos

94 °C- 5 min
94 °C- 1 min
60-65 °C-1 min
72 °C- 1 min

72 °C5 min

30 ciclos

94 °C- 5 min
94 °C-1 min
58-65 °C-1 min]» 30 ciclos
72 °C- 1 min
72°C5 min

94 °C- 5 min
94 °C- 1 min
58 °C -1 min
72 °C- 1 min
72 °C S min

30 ciclos

94 °C- 5 min
94 °C- 45 seg
48 °C-45 seg
72 °C- 45 seg
72°C 5 min

30 ciclos

94 °C- 5 min
94 °C-1 min
52 °C-90 seg
72 °C- 1 min
72 °C 5 min

30 ciclos
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10.2. Técnicas enzimdticas

10.2.1. Obtencién de extractos proteicos

Los extractos enzimdticos totales o extractos libres de células (ELC) de ambos
microorganismos se obtuvieron a partir de cultivos bacterianos sometidos a diferentes
condiciones de crecimiento, dependiendo de la actividad a analizar.

Las células se recolectaron por centrifugacion (10.000, 10 min, 4 °C) en ultracentrifuga
(Allegra), se lavaron dos veces con buffer fosfato de potasio 50 mM pH 7 y se resuspendieron
en el mismo buffer en una relacidn 1:2. Todas las muestras se sonicaron en frio empleando
Sonics VC 500 USA, con ciclos de 2 min a 40 Hz de amplitud. El homogeneizado resultante se
centrifugdé a 15.000 rpm durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se empleé como extracto
crudo para los ensayos de actividad enzimatica.

El contenido de proteinas de cada muestra se estimoé mediante el método de Bradford

(1976), empleando como estdndar albimina sérica bovina.

10.2.2. Determinacion de la actividad cromato reductasa en A. guillouiae SFC 500-
1Ay Bacillus sp. SFC 500-1E

10.2.2.1. Preparacién de los extractos enzimaticos totales

Para la obtencién de ELC, se emplearon cultivos bacterianos de 24 horas procedentes

de 3 tratamientos diferentes:

e Control: Células en medio TY
¢ Tratamiento 1: Células en medio TY adicionado con 25 mg/l de Cr(VI).
e Tratamiento 2: Células en medio TY adicionado con 25 mg/) de Cr(Vi) y 300
mg/I de fenol.
Las células se sonicaron, tal como se describié en el inciso 10.2.1, empleando 4 ciclos
para A. guillouiae y 6 ciclos para Bacillus sp.
Para los ensayos se estandarizo la concentracién de proteinas en 1 mg/ml.
Ademas, los sobrenadantes de los cultivos celulares con y sin Cr(Vl) se filtraron
empleando filtros Millipore (0,2 pm) y se utilizaron para evaluar actividad reductasa

extracelular.
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10.2.2.2. Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular de ambas bacterias se realizé de acuerdo a la técnica de
Murugavelh y Mohanty (2012) con modificaciones. Para ello, una fraccién de los ELC obtenidos
mediante sonicado se re-centrifugd a 30.000 rpm durante 1 horas a 4 °C empleando
ultracentrifuga (Beckman). Los sobrenadantes provenientes de este segundo centrifugado se
emplearon como fraccién citoplasmatica (CIT) y los sedimentos como fracciones de membrana

(M).

10.2.2.3. Caracterizacién de la actividad cromato reductasa

Se analizé la reduccion de 10 mg/l de Cr(VI) por los ELC obtenidos de ambos
microorganismos a partir de todos los tratamientos. Para ello se siguié la técnica de Mc. Leany
Beverdige {(2001) con algunas modificaciones, utilizando tubos conteniendo 3 ml de dichos
ELC, los cuales se incubaron a 30 °C y 100 rpm. El contenido de Cr(VI) se determiné mediante
el método de DFC en intervalos progresivos de 15 min hasta los primeros 60 min.

De igual manera, se evaluaron los sobrenadantes de tratamientos con y sin Cr(Vl),
filtrados y suplementados con K,Cr,0; para obtener una concentracién final de 10 mg/i Cr(VI).

Para determinar si las posibles reductasas intracelulares eran dependientes de NADH,
se compard la actividad enzimatica de ELC en ausencia y presencia de dicho cofactor en una
concentracion final de 0,1 mM.

Como controles de reaccién se emplearon buffer fosfato con 10 mg/I de Cr(Vi) y NADH
0,1 mM, asi como cada extracto calentado a 100 °C durante 5 min.

Finalmente se evaluaron los extractos enzimdticos obtenidos mediante
fraccionamiento subcelular {CIT y M) en presencia de NADH, para determinar la localizacién de
cromato reductasas intracelulares.

Las actividades se expresaron como Unidades Especificas de Actividad Enzimatica. Una
Unidad de Actividad enzimatica (UE) se definid como la cantidad de enzima que cataliza la
reduccién de 1 nmol de Cr{V!} por minuto a 30 °C. Todas las actividades se refirieron a 1 mg de
proteinas.

La figura 49 resume de manera esquematica el proceso llevado a cabo para la

determinacién de la actividad enzimatica cromato reductasa en ambas bacterias.
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Cultivo over night

i

Medio TY + Cr{Vi)
Cantrifugadon
l Sonicacién
|
-~ F 2

1

Medio TY + Cr{VI}+ Fenol
Ry
Sonleacién

ELC (Cr+F)

- s o - o

Actividad cromato reductasa

Cr(V1) (10 mg/l)
ELC (1 mg prot/ml)

\
A

v
Cr(V1} (10 mg/l) Cr(VI) {10 mg/1)
ELC (1 mg prot/ml) M/CIT {1 mg prot/ml)
NADH {0,1 mM) NADH (0,1 mM)

Determinacién de Cr{VI) residual: 15-30-45-60min

Cmmmmm———

Cr{Vi) (10 mg/1)
ELC (1 mg prot/ml)
NADH (0,1 mM)

Figura 49: Representacion del protocolo utilizado para determinar la actividad cromato
reductasa en las cepas A. guillouiae y Bacillus sp.

10.2.3. Determinacién de la via de degradacién de fenol en A. guillouiae SFC 500-1A

10.2.3.1. Obtencidn de los extractos enzimédticos

Para la obtencion de ELC se emplearon cultivos bacterianos de 100 ml crecidos en

solucidn fisiolégica conteniendo extracto de levadura 0,3%, bajo los siguientes tratamientos:

e Control

e Tratamiento 1: Adicionado con 500 mg/I de fenol

e Tratamiento 2: Adicionado con 500 mg/I de fenol y 10 mg/I de Cr(VI)

e Tratamiento 3: Adicionado con 500 mg/I de fenol y 25 mg/! de Cr(VI)

Las bacterias creciendo en condiciones control se recolectaron luego de 18-24 horas de

cultivo, y las sometidas a los diferentes tratamientos, cuando alcanzaron aproximadamente el

50% de remocion de fenol. Las células se sonicaron, tal como se describié en la seccién 10.2.1.



Materiales y métodos

10.2.3.2. Evaluacidn de la actividad catecol dioxigenasa

La actividad de las enzimas catecol 1,2- y 2,3-dioxigenasa se determiné por
espectrofotometria continua a 45 °C, durante 2 min con intervalos de 10 seg. La mezcla de

reaccion contenfa, para un volumen final de 1 ml:

e  Sustrato: Catecol en concentraciones comprendidas entre 0,05y 0,4 mM
o  Buffer fosfato de Potasio 50 mM pH 7

e  Extracto enzimatico (10-80 ul)

La actividad catecol 1,2-dioxigenasa se evalud a través de la formacidn de 4cido cis-cis
mucénico que se determiné a 260 nm (Pradhan e Ingle, 2007), mientras que la actividad
catecol 2,3-dioxigenasa se determind midiendo el incremento de la absorbancia a 375 nm,
debido a la formacién de semialdehido 2-hidroximucénico (El-Sayed y col., 2003).

Una UE se definié como la cantidad de enzima capaz de catalizar la formacién de 1

umol de producto por minuto. La Actividad Especifica se expresé como UE/mg de proteina.

10.3. Andélisis estadistico

Se realizaron al menos tres repeticiones de cada ensayo por triplicado.

El andlisis estadistico de los datos se efectué mediante el paquete Infostat, version
estudiantil. En cada ensayo se analizaron los supuestos de homogeneidad de varianza y de
normalidad, mediante los test de Levene y Shapiro Wilks, respectivamente. En caso de
cumplirse los supuestos con los datos crudos o transformados, se efectud el andlisis de la
varianza de una via ANOVA y si no, se aplicd el test no paramétrico de Kruskal Wallis. El analisis

a posteriori se realizé empleando el test de Tukey con un nivel de significacién de 0,05.
10.4. Evaluacién de los cambios en el proteoma de A. guillouiae inducidos por la
exposicion a fenol o fenol y Cr(VI)

Estos experimentos se llevaron a cabo en el marco de una pasantfa de investigacién

realizada en el Dpto de Ciencias de la Vida de la Universidad de Siena, Italia.

10.4.1. Condiciones de cultivo

A. guillouiae se pre-cultivé en medio TY. Cuitivos de 20 horas fueron centrifugados a
10.000 rpm por 15 min y re-suspendidos en medio MM1 con 3% de extracto de levadura hasta

obtener un recuento celular de alrededor de 2 x 10° UFC/ml.
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Esa suspensidn bacteriana fue luego inoculada en una proporcién 1:5 en medio nuevo
MM1 conteniendo extracto de levadura 3% (condicion “Control”); extracto de levadura 3%
mas fenol (300 mg/l) (condicion “Fenol”); extracto de levadura 3% mas fenol (300 mg/l) y
Cr(V1) (10 mg/l) (condicién “Fenol+ Cr(VI)").

La remocién de los contaminantes en las condiciones “Fenol” y “Fenol + Cr{VI)” se
monitored cada una hora. Cuando la remocién de fenol alcanzé entre 50 y 75%, las células
fueron cosechadas por centrifugacién a 4 °C.

La siguiente tabla resume las condiciones al inicio del experimento y al momento de la
obtencién de células para la extraccion proteica (aproximadamente 8 horas después del

comienzo de los experimentos).

Tabla 9: Viabilidad celular de A. gullouiae y concentracién residual de fenol y Cr{Vl) en el
momento de la obtencion de muestras para la extraccién de proteinas totales.

CONDICION Control Fenol Fenol + Cr(VI)

Recuento inicial (UFC/mi) 2,8x10°(20,33x10% 3,1x10°(z0,17x10%) 3 x 10°(20,29x10%
Recuento final (UFC/ml)  1,1x10°(z0,83x10%) 1,7 x10°(20,97x10%) 8,4 x 10° (0,57 x 10°)
Fenol removido (%) B 60,8 (£2,3) 54,2 (41,2)
Cr{VI) removido (%) - - 38 (3,9)

10.4.2. Extraccion de las proteinas totales

Los pellets obtenidos se lavaron 3 veces con solucion fisioldgica, se congelaron a -20 °C
y se liofilizaron. La extraccién de proteinas se llevd a cabo de acuerdo a la técnica de Kim y col.
(2003) con algunas modificaciones. Se resuspendié 50 mg de pellet liofilizado de cada muestra
en 200 pl de buffer Tris-HCI (20 mM; pH 7,5) y se sonicd en hielo durante 8 min, alternandose
1 min de sonicado/30 seg reposo. La suspension obtenida se traté durante 10 min con una
solucion de nucleasas, a una concentracién final de 50 ug/ml de DNAsa/RNAsa. La suspensidén
resultante se centrifugd durante 30 min a 15.000 rpm y se liofiliz6 nuevamente.

El liofilizado se resuspendié en 25 pl buffer | (Tris-HCl 50 mM; SDS 0,3%; DTE 0,2M), se
calentd a 95°C durante 5 min y finalmente se llevé a volumen final de 200 pl con solucién de
REID (Urea 7 M; Tiourea 2 M; CHAPS 4%; DTE 1%; Anfolina 0,5%).

La concentracién de proteinas de cada muestra se cuantifico mediante la técnica de

Bradford (1976).
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10.4.3. Electroforesis bidimensional de proteinas

La solucidn de proteinas (500 ug por muestra) se aplicé sobre una tira de gradiente de
pH 4-7 no lineal. La rehidratacién de dicha tira se realiz6 empleando un soporte ceramico (IPG
strip holder), aplicando 30 V durante toda la noche.

Para el isoelectroenfoque se utilizé un equipo I'Ettan™ IPGphor™, que se operd
durante toda la noche a 16 °C incrementando de manera gradual el voltaje desde 200 a 10000
V.

Luego del isoelectroenfoque, las tiras fueron incubadas en buffer de equilibrado (2%
SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8,8, 6 M urea, 30% glicerol y trazas de azul de bromofenol)
conteniendo 10 mg/ml de DTT primero y 25 mg/ml de iodoacetamida después.

La segunda dimension de la electroforesis bidimensional se efectué en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, de acuerdo a ia técnica de Laemmii (1970); con
modificaciones de Hochstrasser y col. {1988). Se utilizaron geles de gradiente lineal 9-16% de
acrilamida de 1,5 mm de espesor que contenian: acrilamida 30%; PDA 0,8%; Tris-HCl 1,5 M pH
8,8; Tiosulfato de sodio 5%; TEMED; APS 10% y agua bidestilada en diferentes proporciones. La
corrida electroforética se efectué a 10 °C, 40 mA/gel empleando el equipo PROTEAN 11 Xi
electrophoresis kit (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Los geles se visualizaron a través de tincién
con plata, por la técnica de Oakley y col. (1980), modificada por Hochstrasser y col. (1988).

Una vez teiiidos, los geles se conservaron en agua bidestilada.

10.4.4. Obtencion y andlisis de imagenes

Una vez coloreados, los geles se escanearon con el densitémetro imageScanner lll (GE
Healthcare). Posteriormente fueron analizados y confrontados con el software imageMaster

2D Platinum 7.0 (GE Healthcare).

10.4.5. Evaluacion de los resultados y andlisis estadistico de imdgenes

El gel obtenido para cada réplica de cada condicidn fue incorporado dentro de una
clase. El analisis informatico se realizé empleando el programa ImageMaster 2D Platinum 7.0
(GE Healthcare), tanto a nivel intra-clase como inter-clase, en base al volumen relativo de cada
spot obtenido en relacién al total de los spots para cada gel. El software asigno a cada spot un
nimero aleatorio. Para el anélisis estadistico a través del test de Tukey se compard el volumen
relativo de cada spot entre las réplicas de cada condicidn y entre las tres condiciones

evaluadas. Aquellos spots que presentaron diferencias significativas en sus volimenes relativos
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mayores a 1,5 fueron tomados en consideracién y seleccionados para ser analizados por

MALDI TOF/MS.

10.4.6. Preparacion de las muestras peptidicas y andlisis por espectrometria de
masas

Antes del andlisis por espectrometria de masa, los fragmentos de geles
correspondientes a cada spot seleccionado se prepararon de acuerdo al procedimiento
descripto por Plesa y col. (2006) con algunas modificaciones. Los geles se lavaron con una
solucidn de acetonitrilo y bicarbonato de amonio (50% v/v). Posteriormente se incubaron 45
min a 4 °C en una solucién de bicarbonato de amonio conteniendo tripsina y luego overnight
en bicarbonato de amonio 50 mM a 37 °C. Para la extraccion de los péptidos de la pieza de gel,
se incorpord acido formico (5% v/v) y acetonitrilo absoluto. Las muestras de péptidos se
secaron empleando vacio y se rehidrataron, antes de usar, con 5% de acido férmico. Una
alicuota de péptido a partir de cada spot se analizé por espectrometria de masas a través de
Peptide Mass Fingerprint PMF, empleando el espectrémetro Ettan MALD!I TOF Pro (GE
Healthcare), como se describié previamente (Soskic y col., 1999).

Los resultados obtenidos se analizaron empleando las bases de datos NCBInr y Swiss
Prot, por medio de la herramienta MASCOT (Matrix Science Ltd, London, UK,
http://www.matrixscience. com), disponible on-line y limitada por los siguientes criterios: la
taxonomia se limité a protecbacterias, la tolerancia de masas fue 100 ppm y el numero
aceptado de sitios de clivaje se seleccioné en uno. La alquilaciéon de cisteina por
carbamidometilacion se asumié como modificacion fija, mientras que la oxidacién de

metionina se consideré como posible modificacion.
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11.1. Andlisis molecular y bioquimico de la tolerancia y la capacidad de reduccién
de Cr{Vl) en A. guillouiae y Bacillus sp. SFC 500-1E.

11.1.1. Deteccién del gen codificante para la bomba de eflujo ChrA

Las proteinas codificadas por el gen chrA son las principales responsables de la
expulsién de Cr(Vl) en el dominio bacteria. Si bien estas bombas de expulsién se encuentran
ampliamente difundidas en la naturaleza, son diversas estructuralmente, por lo que ho existen
en la bibliografia cebadores universales para la deteccion de genes codificantes de las mismas
en diferentes géneros bacterianos. Por lo tanto, se disefiaron cebadores en base al
alineamiento multiple de secuencias conocidas de chrA en diferentes cepas de Bacillus sp. y y-
proteobacterias, para analizar la presencia del gen en Bacillus sp. SFC 500-1E y A. guillouiae,
respectivamente.

En el caso de Bacillus sp., se amplifico un fragmento de 350 pb (figura 50) que presenté
un 99% de similitud con el gen codificante de un transportador de cromato en Bacillus
thuringiensis MC28. Este resultado permitiria suponer la presencia de algun mecanismo de
expulsion del metal en esta cepa, coincidiendo con reportes previos que describen la presencia
de genes chrA y chri plasmidicos flanqueados por secuencias de transposasas y resolvasas en
diversas cepas del género (He y col., 2010).

Por el contrario, a partir de las muestras de ADN de A. guillouige no se obtuvo
amplificacién de fragmentos del tamafio esperado con ninguno de los cebadores empleados.
Este resultado se podria abordar desde dos perspectivas diferentes. Una de ellas es que
probablemente esta cepa no presente bombas de expulsién tipo ChrA como mecanismo de
tolerancia al metal, lo cual concuerda con el hecho de que no contiene pldsmidos. En la
bibliografia ha sido descripto que estos transportadores por lo general estan codificados por
genes de localizacién plasmidica, como podria ocurrir en el caso de Bacillus sp. SFC 500-1E, que
presenté al menos un elemento de ADN circular extracromosomico de 11 Kb (datos no
mostrados). La segunda opcidn es que los cebadores empleados hayan sido disefiados a partir
de secuencias no homdlogas a la que codifica para la proteina transportadora en esta bacteria.
Esta posibilidad se fundamenta en que el gen chrA normalmente se localiza en secuencias
moviles transponibles, por lo que A. guillouiae podria contener bombas de eflujo similares a

las de bacterias de géneros alejados filogenéticamente.



Resultados y discusion

400 pb
300 pb

Figura 50: Producto de la amplificacién parcial del gen chrA utilizando
ADN gendémico de Bacillus sp. SFC 500-1E (calle 2). En la calle 1 se
sembré un marcador de peso molecular (100 pb).

11.1.2. Deteccién del gen codificante para la enzima cromato reductasa en ambas
bacterias

La biotransformacion de Cr(Vl) a Cr(lil) es una interesante estrategia utilizada por las
bacterias para detoxificar el metal, que ha sido ampliamente estudiada durante los dltimos
afios. Sin embargo, aunque se conozcan claramente las propiedades cataliticas de muchas
enzimas involucradas en el proceso, existen pocos estudios tendientes a evaluar sus
determinantes genéticos. Los principales inconvenientes que surgen al intentar amplificar
genes codificantes para cromato reductasas son su heterogeneidad estructural y su reducida
conservacion intraespecie (Thatoi y col., 2014).

Con el fin de detectar la presencia de tales genes en las cepas A. guillouiae y Bacillus
sp. SFC 500-1E, en el presente trabajo de tesis se emplearon tres pares de cebadores
disefiados a partir de secuencias conocidas de cromato reductasas, descriptas por otros
autores.

Sdlo utilizando uno de esos sets de cebadores, se amplificd por PCR un fragmento de
alrededor de 250 pb en ambas bacterias (figura 51), que presenté un 100% de similitud con el
gen chrR de la cromato reductasa de E. coli K12, Bacillus atrophaeus MM20 y Arthrobacter
aurescens MM 10. Ademads, se detectd elevada similitud con genes codificantes de NADH-

flavin oxidorreductasas y cromato reductasas de diferentes enterobacterias como Serratia sp.,

11
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Salmonella sp., Shigella sp. y Enterobacter sp. Estos resultados concuerdan con los informados
por Patra y col. (2010), quienes indicaron que cepas de bacterias alejadas filogenéticamente
con diferente potencial para remediar Cr(Vl) presentaron en su genoma secuencias con
elevada similitud al gen de una cromato reductasa de E. coli K12. Si bien dicho hallazgo no es
suficiente para asegurar que la actividad reductasa de estas bacterias se encuentre codificada
por chrR, permitiria sugerir la utilidad de esos cebadores para la busqueda de nuevas cepas de

interés para la biorremediacion de Cr(VI).

300 pb
200 pb

Figura 51: Producto de la amplificacién parcial del gen chrR empleando ADN
gendémico de Bacillus sp. SFC 500-1E (calle 2) y A. guillouiae (calle 3). En la calle 1
se sembré un marcador de peso molecular {100 pb).

11.1.3. Evaluacién de la actividad cromato reductasa
11.1.3.1. Caracterizacién de la actividad reductasa

Se determind la actividad cromato reductasa en ELC de A. guillouiae y Bacillus sp.
durante 60 min. Los extractos analizados provenian de cultivos celulares creciendo en ausencia
y presencia de Cr{Vl) y de Cr(VI) mas fenol. Ademds se analizé el efecto del NADH como dador
de electrones.

Tal como se muestra en la figura 52, todos los ELC filtrados removieron Cr(Vl), lo cual
sugiere [a presencia de actividad cromato reductasa en las dos bacterias en estudio, que vari6
de acuerdo a la condicion analizada.

Los ELC de A. guillouige removieron un maximo de 35% del Cr(Vl) incorporado,

mientras que los de Bacillus sp. alcanzaron porcentajes superiores al 45%. La tendencia de la
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remocién a lo largo del experimento también fue diferente para ambas bacterias. En el caso
de los extractos de A. guillouiae, se registré remocién de Cr(VI) hasta los 60 min, con un
incremento casi lineal en algunos extractos; mientras que casi todos los ELC de Bacillus sp.,

mostraron su maximo potencial durante los primeros 15 min de reaccion.
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Figura 52: Remocién de Cr(VI) (%) por ELC de {A) A. guillouiae y (B) Bacillus sp. SFC 500-1E durante 60
min de reaccién. Referencias: ELC: Extractos obtenidos a partir de células creciendo en ausencia de
Cr(Vl). ELC+Cr(Vl): Extractos obtenidos a partir de células creciendo en presencia de Cr(Vl).
ELC+Cr(VI)+F300: Extractos obtenidos a partir de células creciendo en presencia de Cr(Vi) y fenol. Los
datos representan la media t+ EE (n=9).

Para corroborar que tal remocién se debid a procesos enzimaticos se utilizaron
controles de reacciéon. Como se observa en la tabla 10, en los controles sin ELC la
concentracién de Cr(Vi) no varié durante todo el experimento, demostrandose la ausencia
de remocién inespecifica, debida a procesos fisico-quimicos. Ademds, cuando se emplearon
los ELC de ambas bacterias tratados a 100 °C durante 5 min, se observé una pérdida casi total
en la actividad reductasa. Estos resultados demuestran que el potencial de A. guillouiae y
Bacillus sp. SFC 500-1E para remover Cr(V{) estaria asociado a mecanismos enzimaticos, labiles

a elevadas temperaturas y con capacidad catalitica diferente para cada bacteria.
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Tabla 10: Controles de reaccién

Mezcla de reaccién Remocién de Cr{V1) (%)*
Buffer + Cr{Vl) ND
Buffer+ Cr(VI) + NADH ND
ELC yp0+c Aci + Buffer+ Cr(V1) + NADH 2,0(£0,3)
ELC 100°c Bac+ Buffer+ Cr{V1) + NADH 5,1(+0,5)

*Remociodn registrada luego de 60 min de incubacién.
Los datos representan la media t EE (n=9).

Un analisis detallado de la figura 52 permite inferir que la actividad cromato reductasa
de los extractos de cada bacteria varid segun la condicién en la que se hizo la extraccién
(presencia/ausencia de los contaminantes) y ante la adicién de NADH en el medio de reaccién.
Ademas, se puede observar que la mayoria de los extractos alcanzé su maximo potencial de
remocion a los primeros 15 minutos de reaccién. Por lo tanto, la caracterizacién de dicha
actividad se realizdé dentro de ese periodo. Los pardmetros evaluados fueron induccién por
Cr(Vl1), influencia del agregado de NADH como cofactor y efecto del fenol sobre la actividad

reductasa en ambas bacterias. Los resultados se graficaron en la figura 53.
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Figura 53: Actividad especifica cromato reductasa obtenida a partir de ELC de (A) A. guillouiae y (B)
Bacillus sp. SFC 500-1E. Referencias: ELC: Extractos obtenidos de células creciendo en ausencia de
Cr(VI). ELC+Cr(V1): Extractos obtenidos a partir de células creciendo en presencia de Cr(Vl).
ELC+Cr(V1)+F300: Extractos obtenidos a partir de células creciendo en presencia de Cr(VI) y fenol. Los
datos representan la media £ EE (n=9). Letras diferentes indican DES entre la actividad cromato
reductasa detectada en extractos sometidos a diferentes tratamientos.
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A partir de los resultados obtenidos se demostré la existencia de una actividad
cromato reductasa basal en todos los ELC analizados. Dicha actividad se incrementd
significativamente (p< 0,05) en los ELC obtenidos a partir de A. guillouige creciendo en
presencia de Cr(Vl) (figura 53A). Por el contrario, los ELC de Bacillus sp. en presencia y
ausencia del metal presentaron actividad similar (figura 53 B).

La incorporacion de NADH como donante de electrones en los ELC provocd un
incremento significativo en la actividad especifica cromato reductasa de ambas bacterias,
observindose un aumento de hasta el 236% en A. guillouiae y 127% en Bacillus sp. con
respecto a los extractos en los que no se incorpord NADH (figura 53 Ay B).

A partir de estos resultados se puede deducir que las cromato reductasas de A.
guillouiae serian inducibles por Cr(VI), mientras que las de Bacillus sp. serian constitutivas y
que todas ellas emplearian NADH como donante de electrones. El efecto activador del NADH
sobre estas reductasas radica en que la mayoria de estas enzimas son flavoproteinas que
utilizan dicho cofactor como fuente de poder reductor (Gonzalez y col., 2005).

Por otro lado, se conoce que las cromato reductasas son un grupo de enzimas que
emplean sustratos primarios diversos y pueden reducir Cr{Vi) utilizdndolo como sustrato
alternativo (Thatoi y col., 2014). Tal es el caso de ciertas nitrorreductasas (Prosser y col., 2010)
o azorreductasas (Robins y col., 2013} con potencial para transferir electrones al Cr(VI). Este
concepto permitiria entender el comportamiento diferente detectado en ambas cepas ante la
presencia de Cr(Vl). De igual manera, mientras que algunas bacterias reportadas en la
bibliografia mostraron actividad cromato reductasa constitutiva e independiente de Cr(Vi) (Pal
y col., 2005; Desai y col., 2008), en otras, dicha actividad se incrementd de manera marcada
ante la exposicion al metal (Thacker y Madamwar, 2005; Polti y col., 2010,; Mala y col., 2015).
La comprension de los mecanismos que regulan esta respuesta variable puede ser muy
interesante desde un punto de vista biotecnolégico. Por ejemplo, la adicion de los sustratos
primarios de las enzimas en cuestion, o incluso de Cr(VI) en el medio de crecimiento de las
bacterias que presentan cromato reductasas podria favorecer su produccién y aplicacion, mas
aun si éstas son secretadas al medio (Mala y col., 2015).

El crecimiento en presencia de Cr(Vl) y fenol también afecté de manera diferente la
actividad cromato reductasa de ambas bacterias. Dicha actividad no se maodifico
significativamente ante el agregado de fenol en el caso de A. guillouiae. Por el contrario, la
incorporacion simultdnea de Cr{Vl) y fenol redujo hasta un 42% la actividad enzimatica de los
ELC de Bacillus sp. SFC 500-1. Estos resultados coinciden con los obtenidos en ensayos con
células enteras, en los cuales A. guillouiae removié conjuntamente Cr{VI) y fenol, mientras que

Bacillus sp. toleré ambos compuestos, pero sélo removié Cr(Vl). La actividad cromato
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reductasa de A. guillouiae, estable en presencia de fenol, es una importante ventaja a la hora

de su aplicacién en biorremediacién.

11.1.3.2. Llocalizacién de la actividad reductasa

Se analizé la capacidad de diferentes fracciones celulares de ambas bacterias para
remover Cr(Vl) y la presencia de posibles reductasas extracelulares.

Cuando se utilizaron sobrenadantes de cultivo filtrados la remocién de Cr(Vl) fue nula
en todos los casos, lo que indicaria que ninguna de las bacterias en estudio presenta actividad
reductasa extracelular (figura 54 A y B). Sin embargo, se detecté actividad reductasa en las
diferentes fracciones celulares en presencia de NADH. En el caso de A. guillouiae, la fraccion
citosélica presenté mayor actividad especifica (3,79 UE/mg de proteinas) que el ELC total (2,41
UE/mg de proteinas), mientras que en la fraccion de membrana la actividad fue poco
significativa (figura 54 A). Estos resultados indicarian que la actividad reductasa en esta
bacteria se encuentra asociada a los componentes celulares solubles.

Si bien en Bacillus sp. la capacidad de reduccién de Cr{Vl) por la fraccién de membrana
(2,02 UE/mg de proteinas) fue inferior a la citosolica (3,66 UE/ mg proteinas), la actividad
especifica fue significativa en ambas fracciones (figura 54 B).

La mayoria de las reductasas de Cr{VI) descriptas en la bibliografia tienen localizacién
citosélica, como en el caso de las cepas B. sphaericus AND 303, P. putida y Ochrobactrum sp.
DM1 (Park y col., 2000; Pal y col., 2005; Thacker y Madamwar, 2005), aunque en E. cloacae, S.
putrefasciens MR-1, y B. megaterium TK W3 (Wang y col., 1990; Myers y col., 2000; Cheung y
col., 2007), se asociarian a la fraccion de membrana. Ademas, se ha detectado que algunos
microorganismos presentan actividad reductasa en ambas fracciones, como es el caso de E.
coli ATCC 33456 (Bae y col., 2005), Streptomyces sp. MC1 (Polti y col., 2010,) y diferentes cepas
del género Bacillus (Iftikhar y col., 2007; Sau y col., 2010). En este dltimo caso, los porcentajes
de reduccién en citoplasma fueron mas elevados que en membrana, al igual que los resultados
obtenidos en nuestro trabajo. La existencia de una Unica cromato reductasa con mas de una
localizacién, o de varias isoenzimas con diferente ubicacion intracelular actuando de manera
sinérgica, son hipédtesis formuladas por diferentes autores para explicar este comportamiento

en algunas bacterias (Shen y Wang, 1993; Sau y col., 2010).
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Figura 54: Actividad especifica cromato reductasa en diferentes fracciones subcelulares y
sobrenadante de medio de crecimiento filtrado de A. guillouiae (A) y Bacillus sp. SFC 500-1
(B), en presencia de NADH. Los datos representan la media + EE (n=9). ND: No detectada.

Los resultados obtenidos demostraron que los dos microorganismos estudiados tienen
capacidad para reducir Cr(Vl), concordando con los ensayos de remocién presentados en el
capitulo 1. Si bien no se determiné el destino del Cr(lll} formado por cada cepa, existen en la
bibliografia algunos estudios que describen la capacidad de ciertos representantes del género
Acinetobacter para acumular el metal intracelularmente, formando complejos con diversas
estructuras celulares (Srivastava y Thakur, 2007; Pei y col., 2009; Essahale y col., 2012;
Bhattacharya y Gupta, 2013). De forma similar, varias cepas de Bacillus se han destacado por
su capacidad para acumular Cr(lll), como también para adsorberlo a sus envolturas celulares

(Mangaiyarkarasi y col., 2011; Cheny col., 2012; Dong y col., 2013).

11.2. Andlisis molecular y bioquimico de la capacidad de degradacién de fenol por
A. guillouiae

11.2.1. Deteccién del gen codificante para la enzima fenol hidroxilasa

La enzima feno! hidroxilasa cataliza la primera reaccién de la degradacién de fenol,
transformandolo en catecol. La presencia de genes codificantes para la misma, podria indicar
la capacidad de un microorganismo para degradar el contaminante.

De acuerdo a la literatura, existen dos tipos de fenol hidroxilasas, simple vy
multicomponente (Dong y col., 2008). Sin embargo, se conoce que la mayoria de las especies
degradadoras de fenol pertenecientes al género Acinetobacter, presentarian la variante

multicomponente (Pessione y col., 1999; Xu y col., 2003). Debido a que el gen mphl es el de
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eleccién para realizar la deteccién molecular de la enzima, se utilizé el par de cebadores
universales Lphl y Lph2, disefiados en base a la secuencia nucleotidica de ese gen. Empleando

dichos cebadores, se amplificé por PCR un fragmento de aproximadamente 700 pb (figura 55).

700 pb

Figura 55: Producto de la amplificacion parcial del gen mphlL empleando ADN
genomico de A. guillouige (calle 2). En la calle 1 se sembré un marcador de peso
molecular (100 pb).

Mediante la secuenciacién y el andlisis de homologia de dicho fragmento, se
determiné que el producto amplificado presenté elevada similitud con el gen codificante de la
subunidad mayor de la enzima fenol hidroxilasa de mds de 25 cepas diferentes de
Acinetobacter sp. Este resultado concuerda con lo establecido por Dong y col. (2008), quienes
indicaron que dicho gen estaria conservado a nivel de género. Sin embargo, la mayor
homologia de secuencia (99%) se obtuvoc con A. calcoaceticus NCIB8250. Esta bacteria
presenta un operdn con siete marcos de lectura abierta {ORFs) codificantes de las enzimas
fenol hidroxilasa y catecol 1,2-dioxigenasa (Ehrt y col., 1995).

Por lo tanto, A. guillouice presentaria genes codificantes para la enzima involucrada
en la primera reaccién de la via de degradacion de fenol. Los resultados permitirian, ademads,

establecer que esta bacteria posee la variante multicomponente de la misma.

11.2.2. Estudio de la via de degradacién de catecol

Un intermediario clave en el proceso enzimatico de degradacién de fenol es el catecol.

La conversién de catecol a compuestos alifaticos que ingresan al metabolismo central del
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carbono es mediada inicialmente por catecol dioxigenasas. Estas enzimas son capaces de
catalizar la desaromatizacién del sustrato mediante la insercién de oxigeno molecular en el
anillo aromdtico. De acuerdo al sitio de clivaje, las mismas pueden ser clasificadas como
catecol 1,2 6 2,3-dioxigenasas.

Continuando con el estudio de los mecanismos involucrados en la degradacién de
fenol, se evalud la capacidad de los ELC de A. guillouiae para biotransformar catecol a acido
cis-cis muconico y acetaldehido 2-hidroximucédnico, intermediarios clave de las vias orto y
meta, respectivamente.

La bacteria no presentd actividad catecol 2,3-dioxigenasa, pero si fue capaz de oxidar
catecol por la via orto (tabla 11), coincidiendo con lo reportado para otras cepas de
Acinetobacter. La actividad especifica catecol 1,2-dioxigenasa registrada en extractos proteicos
provenientes de células tratadas con fenol fue elevada (0,65 U/mg prot.), comparada con la
reportada para otros microorganismos degradadores de fenol (Dong y col., 2008; Nagamani y

col., 2009). Esa diferencia podria verse reflejada en la eficiencia degradativa de cada cepa.

Tabla 11: Actividad catecol 1,2-dioxigenasa de extractos
celulares de A. guillouiae sometido a diferentes tratamientos

Tratamiento AE Catecol 1,2-dioxigenasa
(U/mg prot.)
Extracto de levadura (0,3%) ND
Fenol (500 mg/1) 0,65 (£ 0,03)
Fenol (500 mg/l) + Cr(VI1) (10 mg/l) 0,33 (£ 0,03)
Fenol (500 mg/1) + Cr(VI) (25 mg/I) 0,19 (+ 0,01)

Los datos representan la media + EE (n=9). ND: No detectada.

En el presente trabajo también se pudo determinar que en A. guillouiae la actividad
catecol 1,2-dioxigensasa seria inducible por fenol, ya que no se detecté dicha actividad en
extractos provenientes de células creciendo en ausencia del compuesto. De acuerdo a Pradhan
e Ingle (2007), las enzimas claves para la degradacion de sustratos aromaticos son sintetizadas
por los microorganismos solo cuando tales sustratos estdn presentes en su medio de
crecimiento. Ademas del fenol, los catecoles sustituidos y el benceno actuarian como
inductores de la actividad catecol dioxigenasa (Guzik y col., 2011).

Por otro lado, algunos iones metalicos pueden provocar cambios conformacionales
sobre las enzimas, alterando su capacidad catalitica. En este sentido, varios investigadores han
descripto la inhibicién de la actividad catecol dioxigenasa por Zn*, Co”, AI*, Cd*'y Ni**

(lwagami y col., 2000; Guzik y col., 2012). Por lo tanto, con el fin de evaluar el efecto del Cr{V!)
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sobre la actividad enzimatica de A. guillouiae, se incorporaron concentraciones de 10 y 25 mg/l
del metal en su medio de cultivo. Los extractos proteicos de la bacteria creciendo en tales
condiciones, presentaron una reduccion significativa de la capacidad de oxidacion de catecol.
El impacto negativo del Cr(VI) sobre estas enzimas podria deberse a una alteracién en el
metabolismo celular generada por la toxicidad del compuesto sobre el microorganismo. Por
otro lado, la presencia de cromato reductasas intracelulares podria constituir un problema
adicional, debido a que las mismas catalizan la formacién de Cr{lll) a partir de Cr(Vi). La forma
trivalente del metal tiende a unirse a proteinas, provocandole dafios estructurales y
funcionales {(Ramirez- Diaz y col., 2008).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de remocién detallados en
el primer capitulo, la deteccién de productos de degradacion por HPLC y la caracterizacion
molecular y bioquimica de A. guillouiae, se podria inferir su capacidad para biotransformar
fenol a acido cis-cis mucdnico, compuesto facilmente metabolizable por las células que posee
un importante interés comercial (Xie y col., 2014).

Si se considera que no se detectd actividad catecol 2,3-dioxigenasa y que no hay
informacién bibliografica sobre determinantes genéticos de la meta fision de catecol en el
género Acinetobacter, es probable que el microorganismo en estudio no presente tal via de

degradacion.

La metodologia empleada hasta el momento permitié dilucidar algunos procesos
celulares desarrollados en las bacterias en estudio ante la presencia de los contaminantes. Sin
embargo, quedan muchos interrogantes relacionados con mecanismos de ingreso y expulsién
y efectos de la presencia simultanea de dichos compuestos sobre la remediacién individual.
Considerando que A. guillouiage fue la Unica cepa del cultivo mixto con capacidad de
remediacién simultdnea se la seleccioné para continuar con la caracterizaciéon de tales

mecanismos. Para ello, se utiliz6 como herramienta a la proteémica.

11.3. Cambios en el proteoma de A. guillouiae en presencia de fenol

11.3.1. Modificacién en la expresién de enzimas implicadas en la oxidacién de fenol
y asimilacién de carbono

La exposicién de A. guillouiae a fenol provoco la expresion diferencial de 55 proteinas,
siete de ellas correspondieron a enzimas directamente implicadas en su degradacion (tabla

12). Las mas sobre-expresadas fueron 3-oxoadipato CoA-transferasa (sub A), catecol 1,2-
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dioxigenasa y muconato cicloisomerasa. Este resultado confirma la capacidad de A. guillouiae
para transformar fenol a través de la via orto, como fue previamente demostrado. La proteina
3-oxoadipato CoA-transferasa es una de las Gltimas enzimas en la via de degradacién de fenol
y la mds sobre-expresada en las condiciones evaluadas. La misma cataliza la transferencia de
CoA desde una molécula de succinil-CoA, hacia la de B-cetoadipato para producir finalmente
acetil-CoA y regenerar succinato {Santos y col., 2007). En el dltimo paso interviene ademés una

enzima tiolasa, cuya expresion no se modificé significativamente en las condiciones evaluadas.

Tabla 12: Proteinas expresadas diferencialmente en presencia de fenol,
implicadas en su orto-degradacién.

Cambio de
PROTEINA Cédigo de acceso p! PM {Da) expresién (veces)*

Fenol hidroxilasa gi| 2605613 4,69 39747 +6,6
Fenol hidroxilasa, proteina P5S gi490859324 4,73 39756 +6,5
Fenol hidroxilasa gi| 490859323 5,51 13896 +8,4

Catecol 1,2-dioxigenasa gi|490859513 4,87 34595 +14,3

Muconato cicloisomerasa gi|490859524 5,52 39982 +17,8

3-oxoadipato CoA-transferasa sub A gi{674995151 5,26 24326 +26,9
3-oxoadipato CoA-transferasa sub B gi| 674994779 4,89 23206 +2,0

*Sobre-expresidn (+) de proteinas ante la exposicion de la bacteria a fenol, con respecto a la condicién
control.

La informacion bibliogréfica indica que el acetil-CoA producido a partir de la orto-
oxidacion del catecol seria asimilado en el ciclo de Krebs. En base a esos antecedentes y a los
resultados obtenidos, se esperaria una sobre-expresiéon de las enzimas involucradas en el ciclo
de Krebs luego de la exposicion de A. guillouige a fenol. Sin embargo, contrariamente a lo
esperado, las enzimas 2-oxoglutarato deshidrogenasa y succinil-CoA sintetasa, fueron sub-
expresadas; mientras que se duplicé la expresion de isocitrato liasa, clave en la derivacién de
sustratos hacia el ciclo del glioxilato (tabla 13).

Las bacterias que catalizan la meta degradacién de catecol asimilan carbono con un
elevado rendimiento energético a través del ciclo del glioxilato, gracias a la liberacién de un
nimero sustancial de equivalentes de reduccién durante el proceso (Jiang y col., 2004). Este
ciclo permite generar succinato y malato sin pérdida de carbono en forma de CO,, alimentando
al ciclo de Krebs y favoreciendo la formacién de oxaloacetato, que es el principal sustrato de

muchos procesos biosintéticos celulares (Kornberg, 1966).
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En base a estos resultados, A. guillouige degradaria fenol a través de la via orto, pero
asimilaria los productos de degradacién de forma similar a las bacterias que presentan la via
meta, lo cual podria ser una estrategia de esta cepa para aumentar el rendimiento a partir de
las fuentes de carbono incorporadas. Aungue este tipo de respuesta ante la exposicién a fenol
no ha sido descripta en otros microorganismos, si se ha observado la derivacién de
metabolitos desde el ciclo de Krebs al del glioxilato, en bacterias creciendo en presencia de
otros compuestos aromaticos (Qi y col., 2007; Wijte y col., 2011). De igual manera, Kornberg y
Madsen (1957) indicaron que la activacion del ciclo del glioxilato como via auxiliar al ciclo de
Krebs suele ocurrir cuando un microorganismo crece a expensas de mas de una fuente de
carbono, como ocurre en este caso, en el que A. guillouiae se cultivé en un medio con extracto

de levadura y fenol.

Tabla 13: Proteinas expresadas diferencialmente en presencia de fenol, implicadas en
procesos de asimilacién de carbono.

PROTEINA Cédigo de acceso pl  PM(Da) expgz:';’v:;s)*
Isocitrato liasa gi| 490994872 5,34 59752 +1,9
o—cetoglutarato deshidrogenasa gil490855236 5,24 43528 -1,4
Succinil-CoA sintetasa (sub ) gi| 490855232 4,91 41849 ~1,5

*Sobre (+) o sub-expresién (-} de proteinas ante la exposicién de la bacteria a fenol, con respecto a la
condicién control.

La sobre-expresion de una flavoproteina involucrada en [a transferencia de electrones
desde el NADH hacia la cadena respiratoria, asi como de la subunidad catalitica de la enzima
ATP sintetasa, demuestran que la bacteria creciendo en presencia de fenol presentaria un
metabolismo energético mas activo que cuando lo hace en ausencia del contaminante (tabla
14). Ademas, la induccién de 6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintetasa y piridoxina/piridoxamina
5'-fosfato oxidasa, enzimas asociadas a la sintesis de riboflavina y vitamina BS6,
respectivamente, sugiere la necesidad de sintetizar cofactores para las reacciones de dxido-
reduccién celulares, tales como la oxidacién de fenol y el metabolismo de carbohidratos

(Belitsky, 2004).
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Tabla 14: Proteinas expresadas diferencialmente en presencia de fenol, implicadas en
procesos de transferencia de electrones y sintesis de cofactores.

Cédigo de Cambio de
PROTEINA acceso Pl PM(Da) expresién (veces)*
ATP sintetasa (sub p) gi|490861379 5,07 50256 +4,0
Flavoproteina de transferencia de electrones  gi|490855183 4,99 31385 +19,0
6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintetasa gi|490856707 5,83 16363 +4,2
Piridoxina/piridoxamina 5'-fosfato oxidasa gi| 490856558 5,73 25599 +3,2

*Sobre-expresién (+) de proteinas ante la exposicion de la bacteria a fenol, con respecto a la condicién

control.

En la figura 56 se indican las enzimas involucradas en la degradaciéon de fenol y

asimilacién de carbono que se expresaron diferencialmente en respuesta al fenol en el

proteoma de A. guillouiae.

Fenol
‘l’ Fenol hidroxilasa
Catecol
,l, Catecol 1,2- dioxigenasa
Cis,cis-muconato

l Muconato cicloisomerasa
Muc lactona

B-cetoddipato
Oxoadipato Co-A transferasa
Bce pll CoA
Succinato Acetil-CoA

FADH, I
Fumarato /
Succinato

Succinil- CoA sintetasa succinil CoA

Malato € Glioxilato —7 isocitrato

Isocitrato liasa

a-cetoglutarato

a-cetoglutarato DH

Figura 56: Enzimas implicadas en la orto-degradacion de fenol y reacciones de
asimilacién de carbono expresadas diferencialmente en A. guillouiae expuesto a fenol.
En verde se indican las enzimas sobre-expresadas y en rojo las sub-expresadas en

presencia del contaminante.
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11.3.2. Cambios en el metabolismo lipidico

Los resultados anteriores demostraron que el fenol incorporado en el medio de cultivo
seria degradado por A. guillouiae y empleado en procesos celulares de asimilacién de carbono.
Sin embargo, no hay que perder de vista la naturaleza téxica del compuesto para las
estructuras celulares. Dicha toxicidad por lo general se correlaciona con su hidrofobicidad y
con la capacidad de disolver membranas biolégicas. En general, la presencia de fenol provoca
un incremento en la fluidez de las membranas fosfolipidicas (Loffhagen y col., 2002). En este
contexto, A. guillouiae mostré algunos resultados ambiguos en cuanto a la expresién de
enzimas del metabolismo lipidico (tabla 15). Por un lado, se indujo la enzima acil-CoA
sintetasa, implicada en la activacién de acidos grasos para su degradacién, lo cual podria
relacionarse con un efecto toxico provocado por el fenol sobre la membrana pero, ademas, se
incrementé la expresién de acetil-CoA carboxilasa, enzima regulatoria que transforma acetil-
CoA a malonil-CoA para iniciar la sintesis de acidos grasos. A su vez, se redujo la expresién de
la enzima oxoacil-ACP reductasa, involucrada en el proceso de elongacion de la cadena
carbonada de los acidos grasos.

Por otro lado, se observé una marcada sobre-expresion de la enzima metilisocitrato
liasa, implicada en el ciclo del metilcitrato. La enzima 2-metilisocitrato deshidratasa también se
sobre-expresd en presencia de fenol. Dicha via suele activarse ante elevadas concentraciones
de propionato, compuesto téxico generado a partir de la B-oxidacion de &cidos grasos
ramificados y de cadena impar. La detoxificacidn de propionato via metilcitrato produce

piruvato e intermediarios del ciclo de Krebs (Gould y col., 2006).

Tabla 15: Proteinas expresadas diferencialmente en presencia de fenol,
implicadas en el metabolismo lipidico.

PROTEINA Cédigo de acceso p! PM (Da) exprias?;:l?v::es)*

Acil-CoA sintetasa gl|674994296 5,47 61810 +2,9

Acetil-CoA carboxilasa gi| 690996038 5,42 50820 +1,9

Oxoacil-ACP reductasa gl| 490861494 4,82 27142 2,1

Succinil-CoA:3-cetoacil-coenzima .

A transferasa (SCOT) (sub A) §i1490859391 4,91 25304 6.7
3-hidroxibutirato deshidrogenasa gi|674995203 5,61 27591 -3

Metilisocitrato liasa gi| 490858658 4,99 32621 +181

2-metilisocitrato deshidratasa gi]490860929 511 95978 +1,8

*Sobre (+) o sub-expresion (-) de proteinas ante la exposicién de la bacteria a fenol, con respecto a la
condicién control.
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Las principales respuestas celulares ante la fluidificacion de las membranas por el
fenol, es la modificacién de los acidos grasos que componen las membranas, ya sea por
incorporacién de acidos grasos de cadena corta, o de &cidos grasos insaturados en posicion
trans (Megharaj y col., 2011). Las modificaciones observadas en la expresion de enzimas del
metabolismo de acidos grasos en A. guillouiae podrian asociarse, entonces, con un proceso de
reestructuracion de las membranas fosfolipidicas provocado por el estrés oxidativo que genera

el fenol (figura 57).

OH OH OM

m Posible reestructuracién de la
T bicapa lipidica

Acetil-CoA carboxilasa
Acil-CoA sintetasa

Oxoacil-ACP reductasa
Propionil-CoA .
.\\A
NADH / OAA \\
Malato metilcitrato
FADH, ’. Metilisocitrato DH
2-m isocitrato

Succinato
Metilisocitratoliasa

Piruvato I

Figura 57: Enzimas implicadas en el metabolismo de AG y ciclo del metilcitrato
expresadas diferencialmente en A. guillouige expuesto a fenol. En verde se indican las
enzimas sobre-expresadas y en rojo las sub-expresadas en presencia del contaminante.

Por otro lado, entre los mayores reservorios celulares de energia de ciertos organismos
procariotas, se encuentran los granulos de poli § hidroxibutirato (PBH). Cuando las fuentes de
energia exdgenas se han agotado, las bacterias comienzan a utilizar estas reservas lipidicas,
generando acetil-CoA, que posteriormente es internalizado en el ciclo de Krebs. En el
proteoma de A. guillouiae creciendo en presencia de fenol se detecté una sub-expresién de

dos enzimas esenciales para la degradacion de PBH, succinil-CoA:3-cetoacil-coenzima A
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transferasa y 3-hidroxibutirato deshidrogenasa. Estos resultados indicarian que la bacteria no
necesita obtener energfa adicional a partir de reservas celulares cuando crece en presencia de
fenol como fuente de carbono. Esto ultimo concuerda con la hipétesis anterior, que indicaba
que los cambios detectados en el metabolismo de acidos grasos estarian mas relacionados con
modificaciones estructurales, que con requerimientos energéticos.

Los resultados obtenidos podrian sugerir, ademds, la presencia de alguna via
biosintética de PHB, lo cual constituiria otra interesante capacidad de este microorganismo,

aprovechable desde un punto de vista biotecnolégico.

11.3.3. Enzimas implicadas en la asimilacién de nitrégeno y metabolismo de
aminodacidos

Entre los cambios en el proteoma de A. guillouige en respuesta al fenol, puede citarse
también la disminucién en la expresion de la proteina Pll1, proteina regulatoria del
metabolismo del nitrégeno que activa o bloquea el ingreso de NH, en las células, de acuerdo a
los niveles de oxoglutarato y glutamina citoplasmaticos (Ferndndez-Reyes y col., 2009). Cuando
existen limitaciones celulares de nitrégeno, la proteina Pit1 normalmente es sobre-regulada, al
igual que la enzima glutamina sintetasa, causando la incorporacién y asimilacién de NH;(Hu y
col., 2005). La sub-expresion de ambas proteinas indicaria que la bacteria no presentd
limitaciones nutricionales de nitrégeno mientras crecié en presencia de fenol.

Por otro lado, se detectaron modificaciones en el contenido celular de proteinas
asociadas al metabolismo de los aminoacidos alanina (D-alanina-D-alanina ligasa), glutamato
(imidazol glicerol fosfato sintetasa, glutamina sintetasa) y tirosina (dihidrodipicolinato
reductasa, tirosil-tRNA sintetasa) (tabla 16). Este hallazgo tiene relacion con el ya mencionado
incremento en la biosintesis celular a causa de la incorporacién de fenol, efecto que se
traduciria en un incremento en el metabolismo de aminoacidos.

Ademds, las enzimas D-alanina-D-alanina ligasa, dihidrodipicolinato reductasa e
imidazol glicerol fosfato sintetasa, estan involucradas de diferentes maneras en la sintesis de
peptidoglicano o de sus precursores. Si bien las respuestas microbianas mds comunes ante la
presencia de compuestos aromaticos consisten en la reestructuracién lipidica o polisacaridica
de sus membranas (Pessione y col., 2003), probablemente esta sobre-expresion de las enzimas
implicadas en la sintesis de la pared celular tenga relacién, ademads, con una adaptacion de las

envolturas celulares bacterianas ante la toxicidad del fenol.
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Tabla 16: Proteinas expresadas diferencialmente en presencia de feno!,
implicadas en el metabolismo de nitrégeno.

. Cambio de

PROTEINA Cédigo de acceso pt PM (Da) expresion (veces)*
Proteina Pll 1 gi| 450863245 5,39 12198 -1,8
Glutamina sintetasa gi|490862518 5,09 52387 -5,3
D-alanina-D-alanina ligasa gi| 490856584 4,92 33574 +2,1
Imidazol glicerol fosfato sintetasa gi| 490954769 5,34 27311 49,3
Dihidrodipicolinato reductasa gi| 490856795 5,54 28525 it
Tirosil-tRNA sintetasa gi}490856878 5,37 44890 +1,5
tRNA dimetilaliltransferasa gi| 490858824 5,51 36182 +2,7

*Sobre (+) o sub-expresién {-) de proteinas ante la exposicién de la bacteria a fenol, con respecto a la
condicién control
++++: Induccion total de la proteina en presencia de fenol.

11.3.4. Modificacién en la expresion de proteinas de membrana

Las envolturas celulares bacterianas son las primeras estructuras que tienen contacto con los
contaminantes y actlan como barreras para el ingreso y salida de los mismos hacia y desde el
interior celular. Como se indicé previamente, en respuesta a la toxicidad generada por el fenol
en el proteoma de A. guillouiae se observaron modificaciones tanto en el metabolismo de
acidos grasos, componentes mayoritarios de la membrana fosfolipidica, como en la sintesis de
peptidoglicano. Ademas, la exposicion al contaminante causé sobre-expresién de los péptidos
componentes de ciertos transportadores de membrana, entre ellos, la proteina de unién al
ATP, parte esencial de los transportadores del tipo ABC (Tabla 17). La familia ABC incluye
transportadores tanto para la captura como para el eflujo de diversos sustratos, entre ellos
azucares, aminoacidos, iones, drogas, polisacdridos, proteinas y algunos antibidticos. Estos
transportadores también han sido descriptos como herramientas que poseen los
microorganismos tolerantes a compuestos aromaticos para expulsarlos de la célula y, de esta
manera, reducir su toxicidad (Ramos y col., 2002). Por lo tanto, considerando la capacidad de
estos complejos proteicos para movilizar diferentes sustancias desde y hacia el interior de la
célula, se podria suponer que estan implicados no sélo en la expulsién de fenol, sino también
de algunos de los productos de su degradacidn. Esto podria explicar los resultados obtenidos
en el capitulo anterior, cuando se detecto la presencia de catecol y acido cis,cis-mucénico en el
medio de cultivo durante el proceso de remocién de fenol.

Otra de las proteinas de membrana sobre-expresadas en presencia de fenol fue la
proteina Omp38. La misma es del tipo OmpA, una familia de proteinas monoméricas
localizadas en la membrana externa y detectadas también en A. calcoaceticus y A.

radioresistens (Finkel, 2003). Hay evidencias de la implicancia de estas proteinas en la
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emulsificaciéon de compuestos aromaticos, lo cual incrementa su biodisponibilidad y favorece
su incorporacién intracelular (Pessione y col.,, 2003). Esto podria indicar que dicha porina
tendrfa alguna funcién asociada con la incorporacién de fenol en el interior de la célula.

Por dltimo, la porina OprB, inducible por glucosa, también fue sobre-expresada en
presencia de fenol, contrariamente a lo descripto en otras bacterias, las cuales generalmente
sub-expresan dicha proteina en presencia del contaminante (Shrivastava y col., 2011). Segun lo
descripto por Wylie y Worobec (1995}, si bien esta proteina de membrana estaria fuertemente
asociada al transporte de glucosa, también tendria capacidad para internalizar en la célula
otros compuestos, mayormente aquellos que contienen grupos hidroxilos. En ese sentido, se
podria suponer que el fenol seria internalizado en las células a través de estos canales.

Por lo tanto, el contenido intraceluiar de fenol y de sus productos de oxidacién podria
estar regulado a través de estas tres proteinas de membrana. Por un lado Omp38 y OprB
estarian involucradas en la incorporacién del compuesto aromatico, mientras que los
transportadores del tipo ABC serian los encargados de expulsar los productos de degradacion
que se encuentren en exceso en el interior celular, y por qué no, el mismo fenol. Esta podria
ser una estrategia de la bacteria para mantener baja la concentracion de fenol intracelular y de

esta manera, incrementar su tolerancia al mismo.

Tabla 17: Proteinas de membrana expresadas diferencialmente en presencia de fenol.

Cambio de
PROTEINA Codigode acceso pl  PM(Da) axpracide { o
Proteina de unidn al ATP gi| 490863632 542 56524 +2,2
Proteina Omp38 de memb. externa gi| 490860976 5,70 37212 +2,7
Porina Opr8 inducible por glucosa gi|490861972 4,57 47373 +2,3

*Sobre-expresién (+) de proteinas ante la exposicién de la bacteria a fenol, con respecto a la condicién
control.

11.3.5. Cambios protedmicos asociados a los procesos de transcripcion y traduccion

Las proteinas RNA polimerasa y S1, presente en la subunidad ribosomal 30S se sobre-
expresaron mas de tres veces en presencia de fenol (tabla 18). Este resultado podria indicar un
incremento en la capacidad de sintesis proteica en presencia del contaminante, lo cual seria
I6gico, considerando que muchas enzimas, fundamentalmente involucradas en la degradacién
de fenol, se sintetizaron en exceso cuando la bacteria crecié en presencia del contaminante.

Sin embargo, otras proteinas involucradas en la transcripcion y traduccion fueron sub-
expresadas. Entre ellas se puede mencionar el factor de elongacién Tu, la proteina L9 de la
subunidad ribosomal 50S y el factor de terminacién NusA. Este comportamiento ha sido

descripto en cepas de Acinetobacter resistentes a antibidticos que actuan a nivel de las
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envolturas celulares, cuando crecen en presencia de los mismos (Ferndndez-Reyes y col., 2009;
Chopra y col., 2013). Aparentemente, ciertas cepas de este género, tolerantes a compuestos
quimicos tdxicos, expresan de manera diferencial las proteinas implicadas en procesos de
sintesis, a modo de mecanismo de defensa celular. Por lo general, este tipo de respuesta se
expresa fenotipicamente con un incremento en el tiempo de generacién y en la fase lag
durante el crecimiento microbiano, caracteristicas tipicas del desarrollo de microorganismos

en presencia de contaminantes ambientales (Fernandez-Reyes y col., 2009).

Tabla 18: Proteinas implicadas en procesos de transcripcidn o traduccidn,
expresadas diferencialmente en presencia de fenol.

PROTEINA Cédigo de ol PM (Da) Cambio de
acceso expresion (veces)*
RNA polimerasa (sub. ) gi|490856432 5,40 152081 +3,9
Proteina S1 (sub ribosomal 30S) gi|490834779 4,97 61188 +3,5
Factor de elongacion Tu gi|691019727 4,99 41343 -2,2
Proteina L9 (sub ribosomal 50S) gi|490857291 5,65 15716 -1,9
Factor de terminacion de la gi|490856294 4,45 54857 24

transcripcién NusA
*Sobre (+) o sub-expresion {-) de proteinas ante la exposicién de la bacteria a fenol, con respecto a la
condicién control.

11.3.6. Modificacién en la expresién de proteinas de respuesta al estrés

El dafio en la membrana ante la exposicion a fenol, provoca la generacién de estrés
oxidativo que generalmente se correlaciona con la reduccién en el transporte de electrones a
través de la cadena respiratoria e incremento en el contenido celular de perdxido de
hidrégeno, uno de los principales disparadores de la respuesta celular antioxidante
(Dominguez-Cuevas y col., 2006).

En cuanto a la respuesta antioxidante de A. guillouiae en presencia de fenol, se
observd la sobre-expresion de una peroxidasa con elevada homologia con AhpC (alquil
hidroperdxido reductasa, subunidad C) (tabla 19). Esta proteina reduce peroxidos lipidicos y
otros hidroperédxidos organicos producidos durante el estrés oxidativo a formas no toxicas
(Ochsner y col., 2001). La sobre-expresién de AhpC ha sido relacionada con un incremento en
la tolerancia bacteriana a diferentes compuestos tdxicos, tales como perdxido de hidrégeno,
cadmio y compuestos aromaticos. En el caso de A. calcoaceticus, por ejemplo, esta proteina
actua como importante antioxidante cuando la bacteria crece en presencia de tolueno y fenol

(Santos y col., 2004).
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Se conoce que otro de los dafios que generan los compuestos aromdticos sobre las
estructuras celulares, es el plegamiento erréneo de proteinas. Para contrarrestar tal efecto,
una de las respuestas celulares mas difundidas es la induccién de chaperonas relacionadas al
estrés térmico (heat shock proteins) (Dominguez-Cuevas y col., 2006). En el caso de A.
guillouiae, la chaperona DnaK fue sobre-expresada casi tres veces luego de la exposicién a
fenol, tal como ocurre en otros microorganismos de este género, expuestos a compuestos
aromaéticos (Benndorf y col., 2008). La sobre-expresion de DnaK demuestra la necesidad celular
de proteger a las proteinas formadas ante procesos de agregacidén y desnaturalizacién, asi
como promover el correcto plegamiento y funcionalidad de las mismas.

Finalmente, la proteina OsmC, generalmente inducida por estrés osmotico, fue
también sobre-expresada en presencia de fenol. Esta chaperonina ha sido relacionada con
procesos de defensa celular ante diferentes condiciones de estrés y por lo tanto, podria
participar también en la respuesta antioxidante de A. guiflouiae ante el estrés generado por
fenol. Su sobre-expresion ha sido previamente reportada en otras cepas, creciendo en
condiciones similares (Dominguez-Cuevas y col., 2006; Giuffrida y col., 2012).

Dichas respuestas al estrés, asi como el proceso de oxidacion de fenol probablemente
fueron regulados a nivel transcripcional por la proteina AraC, ya que esta proteina cumple un
papel fundamental en la regulacién de la respuesta a diferentes tipos de estrés en bacterias

(Wang y col., 2014) y en A. guillouiae fue sobre-expresada casi 50 veces en presencia de fenol.

Tabla 19: Proteinas involucradas en respuesta al estrés, expresadas
diferencialmente en presencia de fenol.

PROTEINA Caédigo de acceso pl PM (Da) expri:?;:irvzies] "
Peroxidasa gi| 736606013 5,40 23992 +2
Chaperona DnaK gi|491176517 4,73 69575 +2,9
Proteina OsmC gi]490856544 591 14891 +2,8
AraC, regulador transcripcional gi| 490856041 5,68 38534 +46

*Sobre-expresion (+) de proteinas ante la exposicion de la bacteria a fenol, con respecto a la condicion
control

11.3.7. Proteinas implicadas en la tolerancia y/o remediacién de otros compuestos

aromaticos

El estudio proteémico de A. guillouiae reveld su capacidad para la degradacién
enzimatica de fenol a través de la via orto. Considerando que el catecol, junto al

protocatecuato, son los principales intermediarios formados en la mayoria de las vias
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catabdlicas de compuestos aromaticos, este resultado ya lo convierte en un interesante
microorganismo para la remediacion de compuestos aromaticos de diferente naturaleza (Yu y
col., 2004). De manera adicional, se observé que el fenol estimularia la expresién de enzimas
importantes en el catabolismo de otros compuestos aromdticos, tales como compuestos
nitroaromaticos y flavonoides (tabla 20). Esta induccién enzimética por andlogos estructurales
ha sido detectada en diferentes microorganismos capaces de degradar compuestos de
naturaleza aromdtica y suele emplearse como estrategia de pre-adaptaciéon en
biorremediacion (Wenzel, 2009).

La quercetin 2,3-dioxigenasa cataliza el clivaje del anillo del quercetin y otros
flavonoides, para producir protocatecuato (Hirooka y col., 2010). Los flavonoides son
importantes compuestos implicados en la sefializacion celular y en la interaccién planta-
microorganismo. Aquellas bacterias capaces de degradar flavonoides, han sido sefialadas como
buenas candidatas para colonizar Ja rizésfera y por lo tanto, para ser aplicadas en procesos de
fitorremediacion asistida (Gerhardt y col., 2009). Las nitrorreductasas, por su parte, presentan
un rol central en la activacion de compuestos aromaticos nitrosustituidos para su
biorremedacién (Liu y col., 2007; Emptage y col., 2009). Este ultimo resultado indicaria que A.
guillouiae no solo es capaz de degradar fenol a través de la via orto, sino que ademds seria
capaz de degradar compuestos aromaticos nitrosustituidos y policiclicos. Tal hallazgo genera

nuevas perspectivas en cuanto a las potenciales capacidades biotecnolégicas de esta cepa.

Tabla 20: Proteinas implicadas en la degradacién de otros compuestos
aromaticos, sobre-expresadas en presencia de fenol.

PROTEINA Codigo de acceso Pl PM (Da) Cambio de
expresion (veces)*
Quercetin 2,3-dioxigenasa gi| 736602565 5,08 35449 +2,4
Quercetin 2,3-dioxigenasa gi]490856510 5,27 31975 +6,7
Nitroreductasa gi] 736609117 5,22 21835 +5,6

*Sobre-expresién (+) de proteinas ante la exposicion de la bacteria a fenol, con respecto a la condicién
control

11.4. Modificaciones en el proteoma de A. guillouiae producidas por la exposicion a
Cr(V1) y fenol

Cuando se expuso a la bacteria simultdneamente a Cr(Vl) y fenol, la expresién de
ciertas proteinas mantuvo el mismo comportamiento que cuando crecié s6lo en presencia de

fenol. Sin embargo, se observaron modificaciones en la concentracién relativa de otras
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proteinas y enzimas, implicadas fundamentalmente en reacciones de éxido-reduccién o en

procesos de generacidén/mitigacion de estrés oxidativo.

11.4.1. Modificacién en la expresiéon de enzimas implicadas en la oxidacién de fenol
y en la asimilacién de sus productos de degradaciéon

La deteccion de las enzimas implicadas en la orto-degradacién de fenol confirmé la
capacidad de esta bacteria para biotransformar el compuesto en presencia de Cr(VI). Sin
embargo, la expresion de la mayoria de esas enzimas fue significativamente inferior a aquelia
observada sdlo en presencia de fenol, como se puede observar en la tabla 21. Esto
seguramente se traduce en una menor actividad enzimética y una menor eficiencia en la

degradacion de fenol en presencia del metal.

Tabla 21: Proteinas implicadas en la degradacidn de fenol expresadas diferenciaimente entre
los tratamientos con y sin los contaminantes.

[ .

: ) Control ! Control ® Fenol
Fenol hidroxilasa {sub DMS oxigenasa)  gi]| 2605613 +6,6 +3,7 -1,7
Fenol hidroxilasa (sub P5) gi]490859324 +6,5 +3,0 -2,1
Fenol hidroxilasa gi| 490859323 +8,4 sD -4,1
Fenol hidroxilasa (sub P1) gi| 490859317 sD +12.3 +11,3
Muconato cicloisomerasa 1 gi| 490859524 +17,7 +12,7 SD
Catecol 1,2-dioxigenasa gi| 490859513 +14,3 +8,9 -1,6
3-oxoadipato CoA-transferasa (sub. A)  gi|674995151 +26,9 +19,9 -1,3
3-oxoadipato CoA-transferasa (sub. B)  gi|674994779 +2,0 +3,0 -1,4
Muconolactona Delta-isomerasa gi]490958629 SD +32,9 ++

? biferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;
b Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con Cr(Vi}+fenol y el control;

€ Diferencia en la expresion de cada proteina entre ambos tratamientos.
{+): sobre-expresién; (-} sub-expresién; ++++ induccién total; SD sin diferencias

La fenol hidroxilasa ha sido descripta como una proteina multicomponente (Divari y
col., 2003). La expresién diferencial de las subunidades P1y P5 de dicha enzima en presencia y
ausencia de Cr{Vl) revela, tal vez, un mecanismo de adaptacidn ante la toxicidad del metal. El
hallazgo més destacable en lo referente a las proteinas involucradas en la oxidacién de fenol,
es que la expresidn de la enzima muconolactona delta isomerasa no se modifico
significativamente en presencia de fenol con respecto al control, pero si lo hizo cuando ambos

contaminantes se incorporaron simultdaneamente. Esto podria relacionarse con la etapa de la
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remocion en 13 que se tomod la muestra para cada condicién y con procesos tales como la
regulacién por sustrato/producto o conformacién y estabilidad de la enzima en diferentes
condiciones celulares.

La diferencia en el contenido celular de esas enzimas provocé modificaciones en otros
procesos asociados al metabolismo de carbono en A. guillouiae (tabla 22). Probablemente la
degradacion de fenol fue mas lenta o menos eficiente en presencia de Cr(Vl), produciéndose
una menor concentracion de acetil-CoA y succinato que ingresarian a las vias asimilatorias. En
primer lugar, la enzima isocitrato liasa se mantuvo a niveles basales cuando ambos
contaminantes fueron incorporados en el medio de cultivo. Por lo tanto, en presencia de Cr(VI)
no se derivarian los intermediarios del ciclo de Krebs al ciclo del glioxilato, como ocurre sélo en
presencia de fenol. Como se mencioné previamente, el principal objetivo de esta estrategia
celular seria derivar los productos de degradacion del compuesto aromatico a procesos de
sintesis de componentes celulares y no sélo a la produccién de energia a través del ciclo de
Krebs. Sin embargo, en presencia de Cr{Vl) y fenol, las enzimas claves en los procesos
descarboxilativos del ciclo de Krebs continuaron sub-expresadas y se observé la sub-expresion
adicional de la enzima aconitato hidratasa. Es posible que ésta sea una estrategia celular para
disminuir la transferencia de equivalentes de reduccion a la cadena de transporte de
electrones, proceso que puede potenciar el dafio oxidativo generado por la mezcia de
contaminantes a la cual fue expuesta la bacteria (Chutoam y col.,, 2013). Se trata de una
reaccion tipica de muchos microorganismos expuestos a metales pesados (Yung y col., 2014).
El incremento detectado en la expresion de la enzima succinato deshidrogenasa, que
interviene en el ciclo de Krebs y cadena de transporte de electrones concuerda con esta
hipétesis. Se ha indicado que los centros redox de esta enzima estan organizados de manera
tal que previenen la formaciéon de EROS durante la oxidacién de succinato a fumarato y la
reduccion de flavinas (Yankovskaya y col., 2003).

Un efecto similar se produjo sobre las enzimas del ciclo del metilcitrato. Mientras que
la metilisocitrato deshidratasa no se modificd en presencia de ambos contaminantes con
respecto al medio control, la expresion de la enzima metilisocitrato liasa fue significativamente
inferior a la alcanzada sélo en presencia de fenol.

La disminucién en el metabolismo energético celular en A. guillouige durante la
exposicion simultdnea a ambos contaminantes seria la responsable de la reduccién en la
expresion de enzimas implicadas en la transferencia de electrones y generacion de ATP, tales
como ATP sintetasa y flavoproteina de transferencia de electrones, con respecto a los

resultados obtenidos sélo en presencia de fenol.

1
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Tabla 22: Proteinas expresadas diferencialmente entre los tratamientos con y sin los
contaminantes, implicadas en los ciclos de Krebs, glioxilato, metilcitrato y reacciones del
metabolismo energético.

':'.UII"'_:"  de J 58

| Fromis e . e GVl
| f = .~ Control™ Control ™ Fenol

e  Enzimas implicadas en el ciclo de Krebs y del glioxilato

Isocitrato liasa g§i|490994972 +1,9 SD -2,8
2-oxoglutarato deshidrogenasa 811490855236 -1,4 -2,1 SD
Succinil-CoA ligasa gi|490855232 -1,5 -1,9 SD
Succinato deshidrogenasa, Sub. Flavina gi]490855242 SD +2,4 SD
Aconitato hidratasa gi1490858864 sSD -1,8 -1,9
Nucleosido difosfato kinasa gi|497798534 SD +4 +2,2
Piruvato deshidrogenasa (Sub. E1) gi| 493630557 sD +2,2 +1,8
e«  Enzimas implicadas en el ciclo del metilcitrato
Metilisocitrato liasa gi| 490858658 +180 +68 -2,6
2-metilisocitrato deshidratasa gi| 490860929 +1,9 SD -1,9
«  Enzimas implicadas en el metabolismo energético y transferencia de electrones
ATP sintetasa (Sub [3) gi|490861379 +4,0 43,2 SD
Flavoproteina de transferencia de gi|490855183 +19,0 +6,8 -2,8
electrones

? Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;
b Diferencia en la expresién de cada proteina entre el tratamiento con Cr(Vli)+fenol y el control;

€ piferencia en fa expresiéon de cada proteina entre ambos tratamientos.
(+): sobre-expresidn; {-) sub-expresién; SD sin diferencias

11.4.2. Modificacién en la expresién de proteinas posiblemente implicadas en la
reduccién de Cr(V1)

A lo largo de esta tesis doctoral se demostro la capacidad de A. guillouiae para reducir
Cr(V1) a Cr(lll), probablemente a través de mecanismos catalizados por reductasas citosdlicas
dependientes de NADH. La técnica de 2D permitid identificar a Ia enzima ferredoxin-NADP
reductasa {Tabla 23). Esta enzima pertenece a una familia de flavoproteinas solubles con
capacidad para reducir Cr{Vl) a Cr(ll) generando diferentes concentraciones de flavin
semiquinonas y Cr{V) como intermediarios transitorios de reduccién, para finalmente formar
Cr(ill) (Ackerley y col., 2004). Muchas enzimas de este tipo reducen flavinas libres, que luego
son las encargadas de transferir electrones al Cr{Vl). La riboflavina es un ejemplo de esas
flavinas implicadas indirectamente en el proceso de reduccién (Suzuki y col., 1992). Esto
explicaria el incremento en la expresién de la enzima riboflavina sintasa detectado en
presencia del metal.

Ademas, se ha asociado a la presencia de riboflavina con un aumento en la tolerancia a

Cr(VI) en algunas cepas de levaduras. E! Cr{Vl) induce la formacién de riboflavina y aquellas
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levaduras flavinogénicas suelen ser mas tolerantes al metal que las no productoras, sin
embargo no se conoce demasiado de los mecanismos que incrementan la tolerancia y no hay
reportes acerca de la sobreproduccidén de esta vitamina en bacterias ante la exposicién a Cr{V!)

(Viti y col., 2014).

Tabla 23: Proteinas expresadas diferencialmente entre los tratamientos con y sin los
contaminantes, posiblemente implicadas en la reduccion de Cr(VI).

! ] Fenol/ Cr{Vij#Fenol/  Cr(VI /
Control ! Control ™ Fenol
Ferredoxin-NADP reductasa gi}490859866 SD +2,1 +2,5
6,7-dimetil-8-ribitillumazin sintasa gi| 490856707 +4,2 +3,4 SD
Riboflavina sintasa (Sub.a) gi| 490863253 SD +2,4 +1,7

? Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;
b_. . . . .
Diferencia en la expresién de cada proteina entre el tratamiento con Cr(Vilfenol y el controf;

€ Diferencia en la expresién de cada proteina entre ambos tratamientos.
(+): sobre-expresion; {-) sub-expresion; SD sin diferencias

11.4.3. Expresion diferencial de proteinas asociadas al estrés oxidativo y respuesta

antioxidante

Si bien las cromato reductasas tienen una importante aplicaciéon biotecnoldgica, son
fuertes inductoras de estrés oxidativo y dafio en diferentes componentes celulares, tales como
ADN y proteinas. Por lo tanto, el efecto nocivo de la exposicién de A. guillouiae a Cr(Vi) y fenol
sobre su proteoma probablemente tenga mds relacién con la produccion de Cr(lll) gue con la
forma hexavalente del ion.

Las EROS generadas a partir de la reduccion de Cr{Vi} tienen entre sus principales
blancos de accidn, los dobles enlaces presentes en los dcidos grasos insaturados. En este
aspecto, Kumar y col. (2012}, demostraron un incremento en la B-oxidacién de acidos grasos
insaturados como respuesta a la exposicion a Cr(Vl) y a la generacion de EROS en la
cianobacteria Chroococcus sp. El proceso de B-oxidacidon ha sido, ademas, asociado con la
sintesis de granulos de PHB en otros microorganismos creciendo en presencia del metal, como
un modo de “ahorro” de energia (Hu y col., 2005). E! estudio proteémico de A. guillouiae
permitié detectar el incremento en la expresion de algunas enzimas involucradas tanto en la 8
oxidacion, como en la sintesis de PHB (tabla 24). Entre ellas se puede mencionar a las enzimas

piruvato deshidrogenasa, acil-CoA deshidrogenasa y 3-oxoacil-ACP reductasa. Ademas, tal
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como ocurrié cuando el microorganismo sélo se expuso a fenol, ciertas enzimas que catalizan
la degradacién de los granulos de PHB se encontraron sub-expresadas también ante la
presencia simultanea de ambos compuestos (succinil-CoA:3-Cetoacido-Co A transferasa y 3-
hidroxibutirato deshidrogenasa). Este mecanismo ha sido descripto como una estrategia para
reducir la generacion de EROS cuando las bacterias se encuentran en condiciones de estrés.
Tanto la P-oxidacion como la degradaciéon de PHB producen Acetil-CoA, molécula que al
ingresar al ciclo de Krebs genera NADH y FADH, y por lo tanto, EROS a partir de la transferencia

de electrones en la cadena respiratoria (Chutoam y col., 2013).

Tabla 24: Proteinas expresadas diferencialmente entre los tratamientos con y sin los
contaminantes, implicadas en el metabolismo lipidico.

; - P ‘NA i . I.._ "I e ) ] il 5 |
| ltO‘lEI : Céd. Acceso Fenol/ Cr(Vij+Fenol/  Cr{Vi)+Fenol/
] Control ! Control ™ Fenol
e  Proteinas implicadas en el metabolismo de acidos grasos (biosintesis- oxidacién)
Acetll-CoA carboxllasa gl| 690996038 +1,9 +2,0 sD
Acil-CoA sintetasa gi| 674994296 +2,8 +2,0 SD
Acetato kinasa gl 736601335 +2,6 +2,7 sSD
Acetil-CoA carboxilasa gi| 490857748 SD -2,8 -2,1
» Proteinas implicadas en la sintesis/degradacion de grénulos de PHB
Piruvato deshidrogenasa gi| 493630557 SD +2,2 +1,8
Acil-CoA deshidrogenasa gi| 736607308 +1,9 +2,0 sSD
3-cetoacil-ACP reductasa gi| 490861494 -2,1 +2,4 +5,2
Succinil-CoA:3-Cetadcido-Co A transferasa gl 1490859391 -6,7 -3,4 sSD
(SCOT)
3-hidroxibutirato deshidrogenasa gi1674995203 -2,9 -2,2 SD

? Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;
b Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con Cr{Vi}+fenol y el control;

© Diferencia en la expresion de cada proteina entre ambos tratamientos.
{+): sobre-expresién; {-) sub-expresion; SD sin diferencias

La figura 58 demuestra la relacion entre los procesos de B-oxidacién y biosintesis de
AG con el de produccién de PHB, destacandose las enzimas expresadas diferenciaimente en A.

guillouiae en presencia de Cr(V1) y fenol.
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Figura 58: Enzimas implicadas en el metabolismo de AG y la sintesis y degradacién de PHB
expresadas diferencialmente en A. guillouiae expuesto a Cr(Vl) y fenol. En verde se
indican las enzimas sobre-expresadas y en rojo las sub-expresadas en presencia de los
contaminantes.

Ademads de estos cambios, la incorporacién de Cr{Vl) en el medio de cultivo de A.
guillouiae provocé un incremento en el contenido celular de las enzimas D-arabinosa 5 fosfato
isomerasa y UDP-glucosa 4-epimerasa, asociadas con la sintesis de lipopolisacaridos (LPS)
(tabla 25). Los LPS se encuentran entre los principales constituyentes de la membrana externa
y presentan elevada capacidad para quelar iones metalicos. Por ejemplo, en algunas cepas de
P. putida y P. aeruginosa, la adsorcién de Cu(ll}y Cr(VI) se favorecié por un incremento en el
contenido de LPS en la superficie celular (Kilic y col., 2010). Por otra parte, las proteinas de
membrana externa, tales como OmpA, han sido asociadas con el trifico de LPS hacia el
exterior de la célula (Bulieris y col., 2003). Esto permitiria justificar el incremento en la
expresion de la proteina Omp38, una proteina tipo OmpA, que se observd cuando A. guillouiae
crecié en presencia de Cr(Vl) y fenol, con respecto al crecimiento sélo con fenol. Existen
algunas especulaciones que sugieren que el incremento en la produccidon de LPS y la

consecuente unidn de Cr(VI) ocurren incluso antes del ingreso del metal a la célula, desde que
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el Cr(Vt) es sensado por las proteinas presentes en la envoltura celular (Kili¢ y col., 2010). Otra
proteina de membrana externa sobre-expresada en presencia de Cr(Vl) y fenol fue OmpWw.
Esta porina normalmente se induce en respuesta al estrés, aunque su funcién ante tales
procesos no se conoce con claridad (Asakura y col., 2008).

Es importante destacar que no se detecté ninguna proteina de membrana con
homologia a transportadores tipo ChrA en el proteoma de A. guillouiae creciendo en presencia
de Cr({Vl). Esto coincide con los resultados negativos obtenidos al intentar amplificar genes
codificantes para tal proteina en su genoma. Por lo tanto, se podria suponer que esta bacteria

no presenta bombas de eflujo como mecanismo de defensa contra el metal.

Tabla 25: Proteinas de membrana o implicadas en el metabolismo de sus componentes,
expresadas diferenciaimente entre los tratamientos con y sin los contaminantes.

Fenol/ Cr(VilFenol/  Cr{Vi}+Fenol
= Control ™ Control ™ JFenol
« Proteinas implicadas en la sintesis de lipopolisacaridos
D-arabinosa 5-fosfato isomerasa 81490862304 sSD 424 +1.5
UDP-glucosa 4-epimerasa gi|490961831 SO +3,6 +3,7
» Proteinas transportadoras
Proteina de membrana externa Omp38 g11490860976 +2,7 +5,6 +3,5
Proteina de membrana externa OmpW gi]514347513 sSD +6,3 +4,4
Proteina de unién al ATP gi{490863632 +2,2 +1,7 -1,3
Porina OprB gi]490861972 +2,3 SD -1,8

@ Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;
b Diferencia en la expresién de cada proteina entre el tratamiento con Cr{Vi}+fenol y el control;

¢ Diferencia en la expresion de cada proteina entre ambos tratamientos.
(+): sobre-expresién; (-} sub-expresién; SD sin diferencias

Como se menciond anteriormente, cuando el Cr(lll) se compleja con moléculas
organicas, tales como NAD’, tiene capacidad para crear aductos en el ADN y desestabilizarlo.
Cuando eso ocurre, suele inhibirse la replicacién y acumularse ADN de cadena simple. Esto
genera la activacién de la respuesta SOS, mediada por la proteina RecA (Courcelle y col., 2001).
La sobre-expresién de RecA en A. guillouiae (tabla 26), indicaria dafio en su ADN vy la activacién
de mecanismos para mitigarlo. Ademds, la exposicion al metal causé la alteracién en el
contenido celular de proteinas implicadas en procesos de transcripcién y traduccion (tabla 26).
En ese contexto, se observd la expresion diferencial de distintas subunidades de las proteinas

ribosomales 50 y 30 S, asi como la sub-expresiéon de la subunidad beta de la enzima ARN
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polimerasa y proteinas implicadas en la transcripcién. Esto concuerda con estudios previos que
relacionaron la exposicién bacteriana a Cr(VI) con un inevitable impacto sobre los procesos de

transcripcion y traduccion (Wang y col., 2014).

Tabla 26: Proteinas expresadas diferenciaimente entre los tratamientos con y sin los
contaminantes, implicadas en procesos de replicacién, transcripcion y traduccién,

Control ® Fenol

Fenol/
Control ™

- AT T - i e g,

e  Proteinas implicadas en el sistema de reparacién SOS

Recombinasa A (RecA) gl|490857713 s +3,1 +1,7
*  Proteinas implicadas en procesos de transcripcion y traduccién
ARN polimerasa (Sub. ) £i|497799882 sD - —
ARN polimerasa (Sub. ) gi| 490856432 +3,8 42,2 SD
Factor de terminacion de la transcripcion Bl| 490856294 2,4 -2,7 sSD
NusA
Regulador transcripcional gi| 490859097 SO 23 -1,9
Proteina accesoria de la transcripcion gi1490863328 SD -7,0 -8,4
Sub. ribosomal 30S (Prot S1) gi|490834779 +3,5 +5,1 +1,4
Sub. ribosomal 505 (Prot L9) gi|490857291 -19 -40,9 -21,7
Factor de elongacidn Tu £i]490856294 -2,2 -2,6 SD
5"-nucleotidasa surf gi]490859229 -2,2 -1,9 SD

? Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;
®Diferencia en ta expresién de cada proteina entre el tratamiento con Cr{Vi}+fenol y el control;
¢ Diferencia en la expresion de cada proteina entre ambos tratamientos.

(+): sobre-expresién; {-) sub-expresion; $D sin diferencias; (----) represidn total

La activacion de la respuesta enzimdtica antioxidante es una de las estrategias
celulares mds estudiadas, que le permite a las bacterias hacer frente al estrés generado por las
EROS formadas a partir de la reduccidon de Cr(VI) a Cr(lll). Entre las enzimas con mayor
capacidad antioxidante se encuentran las peroxidasas, catalasa y superéxido-dismutasa
(Ramirez-Diaz y col., 2008). En este caso, la exposicién de A. guillouiae a Cr(VI) y fenol, provocé

la sobre-expresién de las enzimas peroxidasa y alquil hidroperoxido reductasa (tabla 27).
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Tabla 27: Proteinas expresadas diferencialmente entre los tratamientos con y sin los
contaminantes, implicadas en la respuesta antioxidante y defensa contra el estrés celular.

Peroxidasa gi] 736606013
Alquil hidroperéxido reductasa (Sub. C) gi]490859781

Piridina nucleétido disulfuro oxidorreductasa gi] 490864439

Chaperona HscA, de ensambiaje de proteinas
con Fe-S gi|490858594

F . . :
Diferencia en la expresién de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el control;

b . . . . .
Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con Cr{Vi}+fenol y el control;

c . . . .
Diferencia en la expresion de cada proteina entre ambos tratamientos.
(+): sobre-expresién

Ademds, se registré un incremento en la expresién de una enzima de tipo piridina
nucledtido disulfuro oxidorreductasa, familia de flavoproteinas que transfieren electrones
entre nucledtidos piridinicos y compuestos tipo tiol. Las enzimas lipoamida deshidrogenasa,
glutation reductasa y tiorredoxina reductasa, de crucial importancia en la detoxificacién de
EROS, se clasifican en dentro de este grupo de flavoproteinas (Lu y Holmgren, 2014). Este
resultado sugiere el desarrollo de una respuesta antioxidante dependiente de moléculas tipo
tiol en A.guillouige expuesto a Cr(Vi) y fenol. El aumento detectado en la concentracién de
enzimas asociadas con el metabolismo del tiol cisteina y de L-glutamato, ambos componentes
del GSH, concuerda con esa suposicion (tabla 28).

Las enzimas sobre-expresadas S-adenosilmetionina sintetasa, homocisteina
metiltransferasa y metionil-tARN formiltransferasa regulan la concentracién intracelular de
cisteina y metionina (tabla 28). Se conoce que la presencia de esos aminodcidos impacta
positivamente en la tolerancia bacteriana a Cr(V1), no sélo por la capacidad antioxidante de la
cisteina, sino también por su actividad como regulador del ingreso de sulfato al interior celular.
Segun algunos autores, al aumentar la concentracidn de esos aminodcidos azufrados, se
limitaria 1a incorporacién sulfato y, de forma indirecta, el ingreso de Cr(VI) a través de los
mismos transportadores (Decorosi, 2010; Viti y col., 2014). Ademas, la metionina cumple un
importante rol en la proteccion estructural de las proteinas bacterianas ante la presencia de
metales pesados {Davies, 2000; Hu y col., 2005). Aquelios residuos de metionina expuestos
superficialmente funcionarian como eficientes secuestradores de oxidantes antes que éstos
ataquen residuos proteicos criticos para su estructura o funcién (Levine y col., 1996). Por

ultimo, y continuando con el desarrollo de mecanismos de proteccién celular contra el estrés
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causado por Cr(Vl), se detecté un incremento significativo en la expresion de la chaperona
HscA (tabla 27), que participa en el ensamblaje de proteinas con centros de hierro-azufre, tales
como ferredoxinas y metaloproteinas, fuertemente implicadas en procesos de dxido-

reduccién (Tapley y col., 2004).

Tabla 28: Proteinas expresadas diferencialmente entre los tratamientos con y sin los
contaminantes, implicadas en el metabolismo de aminoéacidos.

Fenol/  Cr{Vil+Feno/  Cr(Vij+Feno/
T Control Control ™ Fenol ¢

e  Proteinas implicadas en el metabolismo del glutamato

Glutamina amidotransferasa gi| 736601993 SD +1,9 +1,8
Glutamina sintetasa gi{490862518 5,3 -2,2 -2,0
Glucosamina-fructosa-6-fosfato gi|490856717 5D +39 sD
aminotransferasa
Fosforibosil Formilglicinamidina sintetasa gi1490960834 SD -2,4 -1,8
e  Proteinas implicadas en el metabolismo de cisteina y metionina
S-adenosilmetionina sintetasa gi}497799882 SD +3,2 +4,0
Metionil-tARN formiltransferasa gi|490856432 sD +2,7 sD
Homocisteina metiltransferasa 811490856294 SD +4,0 +2,2
Histidina amonio-liasa gl 490859097 SD 4,6 sD
5-Metiltetrahidropteroil triglutamato gi| 490863328 SD +2,7 +2,0

homaocisteina metiltransferasa

# biferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con fenol y el controi;
b Diferencia en la expresion de cada proteina entre el tratamiento con Cr{Vl}+fenol y el control;

€ Diferencia en la expresion de cada proteina entre ambos tratamientos.
(+): sobre-expresién; (-) sub-expresién.
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Los efluentes de una curtiembre local, descargados a un cuerpo de agua natural de la
provincia de Cordoba, presentaron elevado contenido de fenoles y materia organica
degradable, ademas de alteraciones en algunos pardmetros fisico-quimicos que no se
ajustaron a las reglamentaciones vigentes en nuestro pais para aguas industriales. Asimismo,
los sedimentos del canal de vertido de la curtiembre mostraron concentraciones de Cr que
excedieron ampliamente los limites maximos permitidos por la legislacién nacional.

A partir de esos sedimentos industriales se aislaron microorganismos tolerantes a
Cr{Vl) y fenol, entre los gue se selecciond un cultivo mixto denominado SFC 500-1 que
presentd, ademds, elevado potencial para la remociéon de esos compuestos. Dicho cultivo
bacteriano removié concentraciones de Cr(Vl) cercanas a 35 mg/l y crecié en presencia de
fenol hasta 1000 mg/l, compuesto que degradd completamente a elevada velocidad en medios
de crecimiento nutricionalmente diversos.

El empleo de técnicas bioguimicas y moleculares permitié identificar a las cepas gue
componen el cultivo mixto como Acinetobacter guillouiae SFC 500-1A y Bacillus sp. SFC 500-1E.
Ambas cepas fueron capaces de remover Cr{VI) y crecer en presencia de fenol, pero sélo A.
guillouige degradé fenol, con una eficiencia similar a la del cultivo mixto. Sin embargo, este
ultimo tendria mayor capacidad para remover simultdneamente Cr(Vl) y fenol que la cepa
aislada, motivo por el cual resultdé mas atractivo para ser empleado en ensayos de co-
remediacion de esos contaminantes.

El potencial de remocién simultdnea de SFC 500-1 dependié fuertemente del medio de
cultivo empleado, siendo el Cr(VI) el compuesto limitante en el proceso. En medios nutritivos,
la remocién del metal fue elevada, pero disminuyd significativamente cuando el fenol se
adicioné como Unica fuente de carbono. No obstante, es destacable la eficiencia del cultivo
mixto para co-remediar ambos contaminantes en un efluente de curtiembre, en presencia dé
flora nativa y probablemente otros contaminantes generados durante el curtido. Ademas, en
un medio nutritivo éptimo para su desarrollo (TY), SFC 500-1 toleré6 12 combinaciones
diferentes de ambos contaminantes y redujo hasta 23 mg/l de Cr(Vl) durante la degradacién
total de 750 mg/l de fenol en menos de 120 horas. Esta elevada tolerancia, sumada a su
habilidad para remover dichos compuestos en forma simuitanea en un amplio rango de pH,
temperatura y velocidades de agitacién, son caracteristicas ventajosas del cultivo bacteriano
para su futura aplicacion en el tratamiento de efluentes industriales, que presentan
fluctuaciones periédicas en su composicién, carga de contaminantes y propiedades fisico-
quimicas.

Si bien SFC 500-1 demostréo una interesante versatilidad frente a diferentes

condiciones de cultivo cuando se trabajé con pequefios volimenes de soluciones
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contaminadas, su aplicacién a escala piloto requirié una nueva optimizacion de los parametros
de trabajo. La remocién simultanea de Cr(Vi} y fenol en un reactor de tanque agitado dependié
significativamente de la velocidad de agitacién y la aireacidn aplicadas al sistema, y fue
maxima cuando el reactor se operd a 300 rpm y 1 vwm. Bajo esas condiciones, el cultivo mixto
requirio casi el doble de tiempo para alcanzar iguales valores de remocién gue en Erlenmeyers.
Tanto en el reactor como en Erlenmeyers, el proceso de remocion provoco una alcalinizacion
del medio de reaccién, que estaria relacionada con la reduccién de Cr(Vi) a Cr(lll) y su posible
interaccion con componentes del medio de cultivo. El Cr(llt) formado durante la reduccién no
solo fue liberado al medio sino que ademas se asocio a la biomasa bacteriana.

La inmovilizacidén celular en una matriz de Ca-alginato resulté ser una estrategia util
para mejorar la eficiencia de remocion simultdnea del cultivo mixto en medios con escaso
contenido de nutrientes. Las bacterias inmovilizadas alcanzaron mayores porcentajes de
remocioén de Cr(Vl) y degradaron fenol mas rdpidamente que las células libres. Ademads,
toleraron hasta 1500 mg/l de fenol y lo removieron completamente en presencia de Cr{Vl),
mientras que las células libres no se desarrollaron con esa concentracion del contaminante. La
posibilidad de reutilizacién durante cinco ciclos de remocién y de almacenamiento prolongado
son otras importantes caracteristicas de SFC 500-1 inmovilizado.

El cultivo mixto encapsulado en Ca-alginato redujo Cr(Vl) a Cr{lll) y degradé fenol
formando como intermediarios catecol y dcido cis,cis-mucdnico, que se liberaron parciaimente
al medio de cultivo, donde permanecieron durante tiempo variable para luego ser re-
internalizados o bien degradados extracelularmente.

La presencia de productos de remocion de Cr(V1) y fenol fue una clara evidencia de la
capacidad de las bacterias que componen el cultivo mixto, para remediar soluciones
contaminadas con esos compuestos. Sin embargo, se desconocian sus mecanismos de
tolerancia y detoxificacion. Nuestros resultados aportaron nuevos conocimientos sobre dichos
mecanismos, los cuales variaron de acuerdo a la cepa en estudio. Mientras que Bacillus sp.
utilizaria bombas de expulsién tipo ChrA como estrategia para eliminar el Cr{V1) del interior
celular, A. guillouiae no tendria codificantes genéticos de ese tipo de proteinas
transmembrana. En cuanto a la capacidad para reducir Cr(Vl), ambas bacterias presentaron
cromato reductasas dependientes de NADH. En el caso de A. guillouiae, de localizacion
citoplasmdtica y activadas en presencia de Cr(V1). Las cromato reductasas de Bacillus sp., por el
contrario, mostraron actividad constitutiva y se encontraron tanto en la fraccién de membrana
como en citosol.

Se demostré que A. guillouioe degradaria fenol mediante fenol hidroxilasas y la orto

degradacién de catecol, catalizada por enzimas inducibles por dicho contaminante. El
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compuesto ingresaria a las células a través de proteinas de membrana externa tipo OmpA y los
productos de oxidacidn serian metabolizados a través del ciclo de Krebs y del glioxilato para
producir biomasa y energia. La toxicidad del fenol causaria, ademads, la reestructuracioén en las
membranas lipidicas, alteracion en procesos de transcripcion y traduccion e induccién de
sistemas antioxidantes. La comparacidon de esta informacion con la obtenida frente a la
presencia adicional de Cr(V1) permitié establecer que dicho metal causaria una disminucién en
la expresion de enzimas implicadas en la degradacion de fenol, asi como una activacién en la
respuesta antioxidante, sistema SOS y mecanismos de proteccidon de proteinas. Tal respuesta
seria provocada por el estrés oxidativo generado por la reduccién de Cr(Vl) (posiblemente
catalizada por una ferredoxina NADP reductasa) y el dafio celular ocasionado por la presencia
de Cr(IN1).

La siguiente figura resume los principales hallazgos y aportes de esta tesis.
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Considerando la hipdtesis planteada originalmente y el conjunto de los resultados
obtenidos, se propone al cultivo mixto SFC 500-1 como un sistema biolégico adecuado para
ser aplicado en el tratamiento de soluciones o efluentes contaminados con Cr(V1) y fenol, ya
sea utilizando células libres o inmovilizadas. Entre sus principales potenciales se pueden
mencionar su importante versatilidad metabdlica en diferentes condiciones de cultivo, asi
como la capacidad de las cepas que lo componen para biotransformar eficientemente esos

contaminantes en compuestos menos téxicos.

Como ocurre en todo trabajo de investigacion, a partir de los conocimientos adquiridos
se generan nuevos interrogantes y perspectivas futuras, que implican, entre otros aspectos, el
estudio de la eficiencia de remediacion in situ de SFC 500-1, como asi también la evaluacién
integral de los efluentes pre y post remocion.

En cuanto al analisis molecular, seria interesante profundizar en el conocimiento de los
mecanismos que le permiten a Bacillus sp. tolerar fenol y detoxificar Cr{Vl) y comprender de
qué forma el metal interactia con la biomasa, como método de remediacién y apuntando a
una posible recuperacién del mismo. Por ultimo, la identificacion y caracterizacién de las
enzimas implicadas en la remediacion de Cr(VI} y fenol resultaria interesante no solo para su
aplicacién en la detoxificacion de ambos contaminantes, sino también para la produccidn
industrial de metabolitos y el aprovechamiento de su capacidad catalitica en el drea de la

medicina, frente a sustratos alternativos.
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