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“You cannot get through a single day without having an impact on the world around you.
What you do makes a difference,

and you have to decide what kind of difference you want to make”.

Jane Goodall.
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Abreviaturas

Cls,, concentracion inhibit

COT, carbono orgénico total.

DO, densidad optica.

DQO, demanda quimica de oxigeno.

EF-Glu, efluente con indculo de microorganismos de cultivo MM-Glu

EF-OTC, efluente con in6culo de microorganismos de cultivo MM-OTC

EF-SI, efluente sin in6culo de microorganismos

HPLC-MS, cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas.

MM, medio mineral.

MM-Glu, medio mineral con 574 mg/L de glucosa.

MM-OTC, medio mineral con 400 mg/L de OTC (excepto que se aclare otra
concentracion).

MM-SI, medio mineral con 400 mg/L de OTC sin in6culo de microorganismos.

OTC, oxitetraciclina.

TS, triptona de soja.

TS-OTC, triptona de soja con agregado de OTC.



Resumen

La intensificacion de los sistemas ganaderos provoca altas exigencias en cuanto a
bioseguridad. Esto se debe a que el engorde a corral acompanado de una mayor
concentracion de animales por unidad de superficie (sistema feedlot) favorece la transmision
de enfermedades infecciosas. Antibidticos como la oxitetraciclina son ampliamente utilizados
para evitar enfermedades provocadas por el hacinamiento de los animales. Sin embargo, son
pobremente metabolizados por el organismo, por lo que un alto porcentaje de los mismos es
excretado en heces y orina, ingresando al ambiente por medio de los efluentes industriales.

La presencia de oxitetraciclina en el medio ambiente tiene el potencial de inducir la
proliferacion de microorganismos resistentes, dentro de los cuales se encuentran aquellos que
tienen la capacidad de degradar al antibidtico. La combinacion de tratamientos biologicos y
de tratamientos quimicos de oxidacion avanzada puede resultar eficiente para la degradacion
de este contaminante recalcitrante.

El objetivo de esta tesis de grado fue aislar microorganismos autdctonos con potencial
para degradar oxitetraciclina y utilizarlos para desarrollar una estrategia de degradacion
bioldgica-quimica.

Partiendo de muestras de efluente de feedlot altamente contaminado con materia
organica y sales, se obtuvieron comunidades capaces de crecer utilizando 400 mg/L de
oxitetraciclina como tUnica fuente de carbono. Se aislé una cepa de Acinetobacter gerneri
capaz de mineralizar un 37 % del antibidtico y de disminuir un 52 % la toxicidad del medio

acuoso al llevar a cabo un tratamiento de degradacion bioldgica-quimica a lo largo de 13 dias.



Introduccion

Sobrepoblacion vy sobreproduccion, el inicio de todos los

problemas...

La sobrepoblacion se define como una condicion en que la densidad de la poblacion
se amplia a un limite que excede la sostenibilidad de la Tierra y, como consecuencia, provoca
un empeoramiento del entorno y una disminucion en la calidad de vida de los individuos
(Padilla Di Doménico, 2018).

En la actualidad, la poblacion mundial supera los 7.7 mil millones de personas vy,
seglin proyecciones de las Naciones Unidas, se espera que alcance valores cercanos a 11 mil
millones para el 2100 (UN, 2020). La relacion entre la cantidad de personas en el planeta y la
demanda de alimentos es directa, por lo que diversos autores (Ehrlich, 1968; Kuipers, 2012)
aseguran que llegara un punto donde los mismos comenzaran a escasear (Bouroncle Luna et
al., 2019).

Con el advenimiento de la Revolucion Industrial' y de la Revolucion Verde?, fue
posible mejorar el aprovechamiento de los recursos naturales y aumentar la productividad
agricola-ganadera, generando un aumento extraordinario en la produccion de alimentos que
forjo esperanzas en lo que podria ser el final del problema del hambre en el mundo (Tilman,
1998). Sin embargo, a dia de hoy, mientras que en los paises desarrollados se consumen 82 kg
de alimento por habitante por afo, en los paises en desarrollo, se consumen apenas 32 kg,
apareciendo en el mundo desarrollado un sector de la poblacion, cifrado en 1.6 mil millones
de personas, con problemas de sobrepeso, frente a los 690 millones que padecen desnutricion

en los paises en desarrollo (FAO, 2020; Saiz, 2010).

' La Primera Revolucion Industrial fue un proceso de profundas transformaciones tecnologicas,
econdmicas, sociales y culturales que se desarroll6 entre 1760 y 1840. Entre sus consecuencias mas destacables,
se hallan las innovaciones tecnologicas y cientificas que permitieron mejorar la productividad.

% Se denomina Revolucién Verde al importante incremento en la productividad agricola y, por lo tanto,
de alimentos, ocurrido entre 1960 y 1980 en Estados Unidos y extendida después a numerosos paises. Consistid
en la adopcion de practicas y tecnologias como la siembra de variedades mas resistentes y el uso de
agroquimicos por irrigacion.
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“El actual sistema alimentario mundial, con todas sus semillas de alta tecnologia y sus
bonitos paquetes, no es capaz de cumplir con su funcion principal: alimentar a las personas”.

(GRAIN, 2009).

El sector agropecuario, al igual que la mayoria de las actividades humanas desde hace
varios siglos, viene determinado por el sistema economico actual. El capitalismo impulsa a
un grupo reducido de grandes empresas transnacionales a buscar un méaximo beneficio
economico, considerando todos los elementos del territorio como recursos explotables
ilimitados (Segrelles, 2004). Dicho beneficio econdmico no lo encuentra al abastecer a la
poblacion que mas lo necesita sino que lo encuentra al abastecer a la que pueda pagar y
reportarle beneficios economicos (Saiz, 2010).

En Argentina, por ejemplo, el 57 % de la mercaderia que se vende al exterior son
productos alimentarios. Los mismos, reportan al pais aproximadamente 25 mil millones de
dolares por ano (Di Yenno & Terré, 2020), mientras que un 16 % de los nifios menores a 6
anos padece anemia debido a deficiencias en su alimentacion (Longhi ef al, 2018). Sin
embargo, esta situacion parece no preocupar a los expertos en agro-negocios que continiian
apostando por un crecimiento del pais como exportador de alimentos y materias primas
agroalimentarias, buscando abastecer segmentos globales de mayor poder adquisitivo, donde
el consumo es estable y las cantidades demandadas se enmarcan en volumenes muy

adecuados a la capacidad de produccién argentina (Saiz, 2010).

Sistemas productivos

Los primeros usos ganaderos se establecieron respetando un equilibrio entre el ser
humano, el animal y el medio donde se realizaba su explotacion. En la actualidad, este
sistema lleva el nombre de produccion tradicional o extensiva, y se contrapone al modelo
capitalista de explotacion. Promueve un uso sostenible de los recursos y un aprovechamiento
sometido a los ciclos naturales, obteniéndose asi un producto mas saludable y mas respetuoso
con el ambiente. No obstante, este tipo de explotacion es menos rentable econdémicamente
que el modelo capitalista, porque utiliza mas superficie de terreno para criar menos cantidad
de animales y porque el producto que genera no siempre se adapta al patron del mercado, ni

en caracteristicas, ni en cantidad, ni en tiempo (Saiz, 2010).



La produccién industrial o intensiva busca conseguir un producto homogéneo que
cumpla con las exigencias del mercado. Para ello, emplea técnicas modernas como la
seleccion artificial y la explotacion intensiva de los animales en corrales, lo cual se conoce
como sistema feedlot. Como consecuencia de esto ultimo, se utilizan mayores cantidades de
alimentos y de agua, tanto para la ingesta como para la higiene de los corrales. Por lo mismo,
los sistemas feedlot producen grandes volimenes de efluentes que deben ser contenidos y
tratados en instalaciones especificas, como las lagunas de sedimentacion donde se procura
separar fisicamente las particulas orgadnicas e inorganicas mas gruesas en suspension y las
lagunas de almacenamiento donde se realiza un tratamiento anaerobico del efluente
(Pordomingo, 2002, 2003). Los barros obtenidos suelen ser reciclados como fertilizante o
descargados en aguas superficiales, representando una importante fuente de contaminacion
ambiental (Tufo et al., 2017).

Por otro lado, el hacinamiento de los animales trae consigo la desventaja de que se ve
favorecida la transmision de enfermedades infecciosas (Miranda ef al., 2013). Alrededor del
65 % de los antibidticos producidos en Estados Unidos anualmente, son utilizados en el
ganado (Wallinga er al., 2020), y el 80 % de los mismos son utilizados por razones no
terapéuticas, como la prevencion de enfermedades o la promocion del crecimiento (Torres,

2002; Wallinga, 2002).

Oxiletraciclina

La oxitetraciclina (OTC) forma parte de una de las familias de antibidticos mas
antiguas, las tetraciclinas, llamadas asi por su estructura tetraciclica. Debido a su complejidad
estructural esta molécula puede reaccionar de multiples formas y, segin el grupo funcional
que se vea modificado, habrd una pérdida o ganancia de actividad, lo cual influye tanto a
nivel antimicrobiano como farmacocinético (Gonzalez, 2016). Algunas uniones ocurren en
grupos cromoéforos de la molécula, por lo que su longitud de onda maxima de absorcién
puede presentar cambios segun la presencia de otros compuestos (Hochstein ez al., 1953).

En condiciones normales, la OTC es un polvo cristalino amarillo con un punto de
fusion de 180 °C. Su exposicion a la luz solar o a temperaturas superiores a 90 °C con

humedad provoca su descomposicion (Gonzalez, 2016).
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Es un antibidtico de amplio espectro de accion. Es eficaz frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, y otros organismos como Mycoplasma sp., Chlamydia sp.,
Rickettsia sp. y parasitos protozoarios (Alvarado et al., 2008). Su mecanismo de accion
consiste en la inhibicidon de la sintesis proteica por union a la subunidad ribosémica 30S, lo
cual bloquea la fijacién del aminoacil ARNt al sitio receptor del complejo ARNm-ribosoma
y, en consecuencia, la adiciéon de nuevos aminoacidos a la cadena peptidica en crecimiento
(Gonzalez, 2016).

Este farmaco es utilizado tanto en medicina humana como veterinaria y, debido a su
amplio espectro de accion y a la ausencia de efectos secundarios mayores, su uso ha sido
indiscriminado en los sistemas feedlot, donde se incorpora en la dieta de los animales para
fines preventivos (Zhao et al., 2010). Al igual que la mayoria de los antibidticos, la OTC es
altamente soluble en agua, por lo cual es pobremente metabolizada por los animales,
resultando en un 70-90 % del componente original siendo excretado en heces y orina vy,
posteriormente, liberado al ambiente (Massé et al., 2014).

En los ultimos afios, se ha publicado un gran niimero de estudios (Campagnolo et al.,
2002; Hu et al., 2008; Wang et al., 2016, Zhang et al., 2008; Zhao et al., 2010) que alerta
sobre la presencia de altas concentraciones de OTC en efluentes de feedlot, en suelos
agricolas y en aguas superficiales. Por ello, dicho antibi6tico es considerado un contaminante
emergente’ y, como tal, representa un grave riesgo para los ecosistemas y para la salud y
seguridad humana (Farré er al., 2008; Sauvé & Desrosiers, 2014).

El efecto de los contaminantes emergentes no solo depende de su concentraciéon en el
medio, sino ademés de otros factores como pueden ser la bioacumulacion?, el tiempo de
exposiciéon y su mecanismo para biotransformarse o eliminarse. Por ejemplo, al sufrir
biotransformaciones en el medio ambiente se pueden generar subproductos o metabolitos mas

toxicos que los compuestos originales (Kumar ez al., 2019; Kiimmerer, 2009).

> Los contaminantes emergentes son aquellos compuestos, generalmente quimicos, producidos de
forma natural o por el humano, que han sido encontrados o se sospecha que estan presentes en varios
compartimentos ambientales y cuya toxicidad o persistencia tiene el potencial de afectar significativamente la
salud humana o el medio ambiente. Ademas, la atribuciéon de “emergente” también viene dada por la escasa
informacion que hay sobre tales compuestos en la literatura cientifica o por la falta de investigacion en cuanto a
las problematicas que la presencia de los mismos en la naturaleza podria acarrear, lo cual deriva en que estos
compuestos no se encuentren regulados por reglamentos de calidad de agua (Sauvé & Desrosiers, 2014).

* La bioacumulacién es el proceso de acumulaciéon de sustancias quimicas en organismos vivos de
forma que estos alcanzan concentraciones mas elevadas que las concentraciones en el medio o en los alimentos.
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Resistencia a antibioticos

La presencia de antibioticos en cuerpos de agua, incluso en bajas concentraciones,
ejerce una presion de seleccion sobre los microorganismos que puede inducir la proliferacion
de organismos resistentes. La resistencia a antibidticos puede originarse por mutaciones
aleatorias o por la transferencia horizontal de genes de resistencia. Debido a que dichos genes
confieren una ventaja evolutiva, se esparcen rapidamente entre organismos no-patégenos y
patdgenos, y permiten que los microorganismos resistentes superen la competencia y se
propaguen mas rapido que los microorganismos no resistentes, pudiendo asi distribuirse por
distintos ambientes (Da Silva et al., 2006; Steinfeld et al., 2006; Wallinga, 2002).

Existen numerosos mecanismos a través de los cuales las bacterias pueden desarrollar
resistencia antibidtica. Todos ellos implican un cambio en las proteinas producidas por la
célula. Algunos son la alteracion en los lugares de unién ribosomal, la disminucion del
nimero o del diametro de las porinas (poros en la membrana externa) en bacterias
Gram-negativas y la sobreexpresion de genes que confieren la capacidad de degradar la

molécula en cuestion (Gonzalez, 2016; Liao ef al., 2010).

Valoraciones ecotoxicologicas

Durante mucho tiempo, se habia considerado que el unico problema causado por la
liberacion de antibidticos en el medio ambiente era la aparicion de resistencias en
poblaciones bacterianas. Sin embargo, es necesario considerar su impacto sobre organismos
no diana (Planes & Fuchs, 2015). Por esto, los contaminantes emergentes representan un
problema complejo, no suficientemente cuantificado, que sugiere la necesidad de intensificar
la investigacion .

El término Ecotoxicologia fue introducido en 1969 y deriva de las palabras "ecologia"
y "toxicologia". Es la rama de la Toxicologia que se ocupa del estudio de los efectos toxicos
causados por contaminantes de origen natural o sintético a los constituyentes de los
ecosistemas, animal, vegetal y microbiano, en un contexto integral (Truhaut, 1977).

El objetivo primordial de la ecotoxicologia es la identificacion de los efectos que los
contaminantes, ya sea de forma independiente o combinados con otros agentes de estrés,
ejercen en el medio ambiente; de forma tal de predecir y prevenir los efectos perjudiciales

sobre el mismo (Gonzalez, 2016).
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Los efectos toxicos de los contaminantes se evaluan a través de ensayos
ecotoxicologicos, también llamados bioensayos. En ellos se asume que si no hay efectos
relevantes sobre los individuos, no se alteraran las poblaciones ni las comunidades, y por lo
tanto no se esperan cambios en la funcion ni en la estructura de los ecosistemas (Gonzalez,
2016). Se considera efectos relevantes a aquellos que son perjudiciales para los eventos de
desarrollo temprano y de supervivencia de los organismos.

Debido a su sensibilidad a sustancias toxicas, a su facil empleo y almacenamiento y a
su bajo costo, las semillas de algunas especies han sido ampliamente utilizadas en ensayos
ecotoxicologicos. En estos se estudian procesos como la germinacion y la elongacion de la
raiz de las semillas que entran en contacto con el contaminante en un medio acuoso o en

barros (Romero Gémez & Prieto Zapata, 2014).

‘Iratamiento de efluentes

Como se dijo previamente, la presencia de antibidticos en el ambiente puede
representar riesgos para los ecosistemas y la salud humana, por lo tanto, resulta necesario
desarrollar técnicas para remover eficientemente dichos contaminantes.

El uso de tecnologias convencionales como filtracion, sedimentacion, adsorcion o
degradacion biologica ha dado resultados variables (Arikan et al., 2006, 2007; Al-Gheethi et
al., 2015; Batt et al., 2007; Ruscasso et al., 2021), altamente dependientes de las propiedades
del antibidtico y de la matriz. El tratamiento de efluentes con estas tecnologias fue
originalmente disefado para la remocion de materia organica y de so6lidos en suspension
hasta alcanzar los valores minimos necesarios para el vertido en aguas superficiales (Yang et
al., 2017), por lo que suele ser insuficiente para la degradacioén de altas concentraciones de
contaminantes emergentes.

Entre las tecnologias mencionadas, el tratamiento bioldgico de efluentes utilizando
microorganismos autdctonos ha resultado ser el mas efectivo, mas amigable con el
medioambiente y menos costoso (Amorim ef al., 2014; Azubuike et al., 2016; Zhang et al.,
2015). Esto se debe a que los microorganismos autoctonos presentes en ambientes
contaminados encuentran, en dichos ecosistemas, condiciones adecuadas para su crecimiento
y metabolismo (Azubuike ef al., 2016), por lo tanto, si entre ellos existen organismos con la

capacidad de convertir los contaminantes emergentes en productos inocuos (didoxido de
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carbono, agua y biomasa) a través de reacciones metabolicas, serd posible el tratamiento del
efluente sin modificar extensamente el ecosistema original ni utilizar tecnologias costosas
(Ferrera-Cerrato et al., 2006).

En las dos ultimas décadas, se han realizado muchos avances en técnicas de
biorremediacion’ con la finalidad de modelar un proceso que permita restaurar todos los
ambientes contaminados (Azubuike ef al., 2016). Sin embargo, debido a la amplia cantidad
de contaminantes emergentes y de ecosistemas con caracteristicas particulares, se requiere
desarrollar y optimizar técnicas de biorremediacion especificas para cada caso.

Si bien se pueden encontrar microorganismos en practicamente cualquier condicion
ambiental, los mismos no necesariamente estaran presentes en un numero que permita llevar
a cabo un tratamiento bioldgico. Ademas, estos presentaran un rango estrecho de condiciones
Optimas para su crecimiento y metabolismo (Vidali, 2001). Por lo tanto, para realizar un
tratamiento biologico, luego de aislar los microorganismos de interés, su crecimiento y
actividad deberan ser estimulados, para lo cual se deberan manipular pardmetros como
temperatura, pH y concentraciones de oxigeno y de nutrientes, principalmente aquellos que
aporten carbono (Azubuike et al., 2016).

No obstante, no siempre es posible remover contaminantes eficientemente mediante el
uso de microorganismos. En algunos casos ocurre que el rango de concentracion de
contaminante en el cual el tratamiento bioldgico es efectivo es limitado, la escala de tiempo
requerida es relativamente larga o los niveles residuales de contaminante al finalizar el
tratamiento no son apropiados.

En la actualidad ha cobrado mayor importancia el tratamiento de efluentes utilizando
tecnologias no convencionales (Bracco et al., 2019; Lopez Loveira et al.,, 2012), como los
procesos de oxidacion avanzada. Entre estos, se encuentra la reaccion foto-Fenton, que utiliza
una mezcla de peroxido de hidrogeno (H,O,) y hierro ferroso (Fe (I1)) para generar radicales
hidroxilo (OHe), los cuales actuan como oxidantes no especificos capaces de mineralizar u
oxidar parcialmente una gran cantidad de compuestos organicos disueltos en agua (Ebrahiem

et al., 2017; Lopez Loveira et al., 2016).

> La biorremediacioén es un proceso que utiliza organismos vivos tales como bacterias, hongos, algas,
plantas y animales, para disminuir la concentracion de contaminantes de un determinado ambiente. Los
abordajes de la biorremediacion generalmente se clasifican en in situ o ex situ; la biorremediacion in situ implica
tratar al contaminante en el sitio mientras que la biorremediacion ex sifu implica remover al compuesto y tratarlo
en otro lugar (Hashmi, 2020).
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Fe (II)+ HyOy — Fe (III)+ OH™ + OH*®

El proceso de foto-Fenton se lleva a cabo bajo iluminacion en un rango de 365-420
nm, con el fin de promover la fotoreduccion de los iones Fe (III) a Fe (II) y proveer nuevos

radicales (Ruppert et al., 1993).

Fe (IIT)+ HyO +hv— Fe(Il)+OH*+ H™

Procesos donde se acoplan tratamientos bioldgicos con otras tecnologias como el
proceso de foto-Fenton, han resultado muy eficientes en la degradacion de diversos

contaminantes emergentes (Ballesteros ez al, 2009; Lapertot et al. 2007; Lopez Loveira et al.,

2016).
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Hipoltesis

Los efluentes de feedlot pueden contener antibidticos y otros contaminantes
emergentes que se utilizan en este tipo de produccion durante la alimentacion y sanitizacion
de los animales.

Los antibidticos ejercen una presion de seleccion sobre los microorganismos
autoctonos y pueden inducir la proliferacion de organismos resistentes, dentro de los cuales
se encuentran aquellos que tienen la capacidad de degradar el contaminante.

Utilizando dichos microorganismos en un tratamiento bioldgico, y combinando este
con un tratamiento quimico de oxidacion avanzada, es posible desarrollar una estrategia
econdmica y eficiente para el tratamiento de efluentes contaminados con antibidticos como la

oxitetraciclina.

Objetivo general

Aislar de muestras de efluente de feedlot microorganismos autdctonos con potencial
para degradar eficientemente oxitetraciclina y utilizarlos en el desarrollo de tratamientos de

degradacion bioldgica-quimica.

Objetivos especificos

1. Aislar, identificar y caracterizar microorganismos resistentes a oxitetraciclina de
muestras de efluente de feedlot.

2. Estudiar el potencial de los microorganismos seleccionados en procesos de
degradacion del antibidtico.

3. Llevar a cabo el tratamiento del efluente contaminado con oxitetraciclina a escala
laboratorio, acoplando procesos de biodegradacion con los microorganismos
seleccionados a procesos de oxidacioén avanzada por foto-Fenton. Realizar bioensayos

para evaluar la evolucion de la toxicidad a lo largo del tratamiento.
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Capitulo 1. Aislamiento v caraclerizacion de

microorganismos degradadores de oxitetraciclina.

1.1 Metodologia

1.1.1 Recoleccion y caracterizacion fisico-quimica de efluente

En colaboracion con el INTA-Castelar, se tomaron muestras de efluente de un feed/ot
porcino de la localidad de Marcos Paz. El mismo incorpora oxitetraciclina (OTC) en la dieta
de sus animales, a razon de 2 kg por tonelada de alimento. En la figura 1.1 se observa la
pileta de sedimentacion de donde fueron tomadas las muestras de la primera decantacion de
las heces con agua de lavado. Dichas muestras se almacenaron en recipientes estériles de
polietileno a una temperatura aproximada de 4 °C, para mantener inalterados sus parametros
fisico-quimicos hasta el momento del andlisis.

En el laboratorio, se realizd la caracterizacion del efluente mediante técnicas

estandarizadas internacionalmente.

Fig. 1.1: Pileta de sedimentacion.
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1.1.1.1 pH

Se determino el pH del efluente crudo con un pHmetro Hanna Instruments HI2211.

1.1.1.2 Conductividad

Se determind la conductividad del efluente crudo utilizando un conductimetro de
sobremesa Orion Versa Star Pro de Thermo Scientific (Técnica 2510, Standard Methods,

2018).

1.1.1.3 Andlisis por cromatografia liquida de alta performance (IHHPLC)

Se centrifugd el efluente crudo dos veces a 15000 rpm y 15 °C para eliminar el exceso
de sedimentos. Se tom¢ el sobrenadante y se filtr6 utilizando un cartucho HyperSep C18 de
Thermo Scientific. Luego se filtr6 con membrana de acetato de celulosa de 13 mm de
diametro y poros de 0.45 um.

Con el objetivo de determinar OTC e intermediarios, la muestra se analizd por
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS) de
Thermo Scientific utilizando un sistema Dionex UltiMate 3000 RS LC de Thermo Scientific
para la inyeccion del solvente y de las muestras. Se us6 una columna Kinetex C18 de
Phenomenex con un gradiente de elucion de acetonitrilo y agua conteniendo 0.1 % (v/v) de

acido formico, a una tasa de flujo de 0.2 mL/min.

1.1.1.4 Carbono orgdnico total

Se centrifugd el efluente crudo dos veces a 15000 rpm y 15 °C y se realizd una
dilucion 1/100 del sobrenadante. Se determind el carbono organico total (COT) de 10 mL del
sobrenadante utilizando un analizador TOC-L Shimadzu (Técnica 5310B, Standard Methods,
2016).

1.1.1.5 Demanda quimica de oxigeno

Se centrifugd el efluente crudo dos veces a 15000 rpm y 15 °C y se cuantifico la
demanda quimica de oxigeno (DQO) a través de un método colorimétrico utilizando, por
cada mL de muestra, 0.5 mL de K,Cr,0, 0.04 M como agente oxidante y | mL de Ag,SO, en

H,SO, concentrado como agente catalizador (Técnica 5220, Standard Methods, 1992).
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La solucion se mezcld en vortex y luego se digirié en un bloque calefactor a 160 °C
durante 30 minutos. Se midi6 la absorbancia a 585 nm en un espectrofotdometro Hach

DR1900.

1.1.2 Aislamiento de microorganismos degradadores

1.1.2.1 Medios utilizados

Para llevar a cabo el enriquecimiento y el aislamiento de microorganismos autdctonos
degradadores de OTC, se utilizaron distintos medios de cultivo.

En las primeras etapas se utilizo6 medio de triptona de soja (TS) de Britania en una
concentracion de 30 g/L. El mismo se prepard en un frasco de vidrio Schott de 1 L y se
esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Para los experimentos posteriores se utilizaron medios de composicion definida, a
partir de un medio mineral base (MM) con agregados de clorhidrato de oxitetraciclina
(OTC-HCI 96%) del Laboratorio Burnet SA como fuente de carbono y energia. E1l MM esta
constituido por 2.0 g/L de (NH,),SO,, 1.0 g/L de K,HPO,, 0.1 g/L. de MgSO, y 0.01 g/L de
CaCl, (Lopez-Loveira et al., 2016). Se prepard en un frasco de vidrio Schott de 1 L y se
esterilizo en autoclave.

También se prepard medio solido mezclando TS con agar al 1,5% (TS-agar) en un
frasco de vidrio Schott de 150 mL y se esteriliz6 en autoclave. Previo a su uso, se recalentd
en horno microondas con 3 pulsos de 1 minuto cada uno y se vertieron 20 mL del mismo en

placas de Petri estériles en una cabina de flujo laminar.

1.1.2.2 Etapa de enriquecimiento

Se inocularon muestras de 5 mL del efluente de feedlot en 45 mL de TS con el fin de
tener un gran crecimiento inicial de microorganismos autoctonos. Esta etapa se llevo a cabo
en matraces Erlenmeyer de 150 mL previamente esterilizados en autoclave. Se mantuvieron
en agitacion constante a 120 rpm y a 24 °C. Ademas, se agregaron tapones de algodon a los
frascos para asegurar el intercambio gaseoso y evitar la contaminacion.

Durante la incubacion se siguid el crecimiento microbiano por turbidimetria a través
de mediciones periodicas de la densidad optica a una longitud de onda de 620 nm (DO,,) en

espectrofotometro UV-Vis PG Instruments Ltd. Las mediciones se hicieron por duplicado.
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Por un plazo de dos semanas, se realizaron repiques cada 96 horas, momento en el

que el cultivo se encontraba en fase estacionaria.

1.1.2.3 Etapa I de aislamiento

Semanalmente se prepard una solucion madre de 2000 mg/L de OTC y se mantuvo en
oscuridad a 4 °C. Antes de ser utilizada, se la esterilizo por filtracion mediante el uso de
jeringa y membranas de acetato de celulosa de 25 mm con poros de 0.45 pum previamente
autoclavados.

Se tomaron alicuotas de 5 mL de los cultivos de TS con 96 horas de crecimiento y se
las inocul6 en medios de TS con concentraciones crecientes (0, 200 y 400 mg/L) de OTC
(TS-OTC). Estos cultivos fueron incubados a 120 rpm y a 24 °C en matraces Erlenmeyer de
150 mL previamente esterilizados. Cada 24 horas, se tomaron muestras de 1 mL de cada
cultivo y se midi6 la DOg,,. Con los valores de turbidez obtenidos, se graficaron curvas de
crecimiento para cada concentracion de OTC.

Este ensayo permitid evaluar la resistencia y viabilidad de las comunidades

microbianas autoctonas a distintas concentraciones del antibiodtico.

1.1.2.4 Etapa 11 de aislamiento

En esta etapa se buscd obtener microorganismos capaces de crecer en un medio con
OTC como unica fuente de carbono y energia, es decir, microorganismos degradadores de
OTC. Para ello, se tomaron alicuotas de 5 mL de los cultivos TS-OTC y se las llevo a
matraces Erlenmeyer de 150 mL conteniendo 40 mL de MM y 5 mL de OTC (MM-OTC) de
200 o 400 mg/L de concentracion final. Ademads, se prepard un control de MM sin agregado
de OTC. Se incubaron a 120 rpm y a 24 °C durante 4 semanas, haciendo nuevos repiques
cada 96 horas.

Luego de 4 semanas, tras hacer un nuevo repique, se comenzaron a tomar muestras de
2 mL de cada cultivo cada 24 horas por un plazo de 96 horas y se midié la DOy, de cada una.

Utilizando un ansa esterilizada se tom6 una muestra del cultivo MM-OTC 400 mg/L
en fase estacionaria y se realiz6 un estriado en una placa de Petri con TS-agar. La misma fue
incubada a 24 °C hasta observar crecimiento. Se tomaron distintas colonias y se realizaron

estriados en nuevas placas de Petri con medio TS-agar hasta lograr aislar los diferentes
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microorganismos que conformaban la comunidad estudiada. Lo mismo se corrobor6 al llevar
un conjunto de colonias de cada placa a un portaobjetos de vidrio y observar bajo
microscopio optico Leica DM 2700P que los microorganismos tuvieran la misma morfologia.

Una vez aislados, se llevaron los distintos microorganismos a medios liquidos MM-OTC.

1.1.3 Caracterizacion de microorganismos degradadores

Partiendo de los cultivos en medio solido realizados en el apartado anterior, se
procedid a caracterizar los diferentes microorganismos degradadores de OTC.

En primer lugar, se tom6 un conjunto de colonias de cada placa y se los llevo a
portaobjetos de vidrio para un andalisis morfologico rapido bajo microscopio 6ptico, con el fin
de determinar si los microorganismos se trataban de bacterias u hongos. A continuacion se
llevé a cabo una Tincion de Gram siguiendo el protocolo del kit comercial Britania y se
observo la coloracion resultante en microscopio.

Al observar que uno de los microorganismos aislados era levaduriforme, se utilizé el
kit colorimétrico RapiD Yeast Plus System de Remel para caracterizar a las levaduras
aisladas. Se tom6 un conjunto de colonias crecidas en TS-agar y se lo llevo al liquido de
inoculacion RaplID, luego se deposité el mismo en los paneles que contenian sustratos
cromogénicos y se dejo incubar siguiendo el protocolo del kit. Pasado el tiempo de
incubacion, se analizé la coloracidon obtenida en cada panel segtn el protocolo.

Finalmente, las bacterias se caracterizaron por secuenciacion. Para ello, se prepard
una nueva placa de Petri con las bacterias y se envid a MacroGen, Inc para la secuenciacion
parcial del gen ARNr 16S. Se solicito la amplificacion de un fragmento de alrededor de 1400
pb utilizando los primers universales 27F (5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3") y
1492R (5' TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3'), y la identificacion de la especie

bacteriana.

1.2 Resultados vy discusion

1.2.1 Recoleccion y caracterizacion fisico-quimica de efluente

En la tabla 1 se informan los valores fisico-quimicos iniciales del efluente de feedlot.
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El pH resulto ser ligeramente alcalino, encontrandose dentro de los limites admisibles
para descargas a cuerpos de agua superficiales por la resolucion N° 336/03 de la Autoridad
del Agua (ADA) para la Provincia de Buenos Aires.

Los valores de DQO obtenidos fueron muy superiores a los valores permitidos en la
resolucion mencionada. En cuanto a los valores de conductividad y de COT, si bien estos
también fueron muy elevados, no se encuentran regulados por ADA.

Al llevar a cabo el analisis del sobrenadante por HPLC-MS no se encontraron picos
correspondientes a OTC o sus intermediarios. Esto puede ser consecuencia de que el
antibiotico tiende a adsorberse en sedimentos (Cheng ef al., 2013) y no permanece en
solucion, por lo cual su deteccion en matrices complejas se ve dificultada. Para hacer el
analisis por HPLC-MS se requiere desarrollar y optimizar una técnica que permita extraer
eficientemente a la OTC y sus intermediarios de los sedimentos, sin que otras moléculas
interfieran en la sefal. Dicha técnica aun se encuentra en proceso de desarrollo por lo que en

este trabajo no sera posible discutir resultados de HPLC-MS.

Tabla 1.1: Valores fisico-quimicos iniciales del efluente de feedlot y valores establecidos por ADA para el

vertido de efluentes liquidos. NE significa que, por el momento, no se establecen limites permisibles.

Valor limite para

Chiies lr o an - desarz s cvrvo
Resolucion de ADA
pH upH 7.6 6.5-10.0
Conductividad mS/cm 27.6 NE
DQO mgo,/L 23120 <250
COT mg/L 8340 NE

1.2.2 Aislamiento de microorganismos degradadores

1.2.2.1 Etapa de enriquecimiento

En la figura 1.2 se muestra el crecimiento de los microorganismos autdctonos en TS.
Al ser incubados en agitacion constante a 120 rpm y a 24 °C, alcanzaron la fase estacionaria

de crecimiento luego de las 72 horas.
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Fig. 1.2: Cinética de crecimiento de comunidad autéctona. Seguimiento de la densidad 6ptica a 620 nm en

medios de TS durante un plazo de 96 horas.

1.2.2.2 Etapa I de aislamiento

En la figura 1.3 se muestra el crecimiento de los microorganismos autoctonos en

cultivos TS-OTC con diferentes concentraciones del antibiodtico.
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Fig. 1.3: Cinéticas de crecimiento de comunidades autéctonas expuestas a OTC. Seguimiento de la
densidad optica a 620 nm en medios de TS con agregados de 200 (rojo) y 400 mg/L (naranja) de OTC. Como

control se utilizé un cultivo sin OTC.
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Se observo que, independientemente de la concentracion de OTC, los cultivos de
microorganismos alcanzaron la fase estacionaria luego de 72 horas de incubacion, tal como
ocurrid en la etapa de enriquecimiento (apartado 1.2.2.1).

En los cultivos TS-OTC 200 mg/L y TS-OTC 400 mg/L se evidencio una fase de
latencia no detectada en los cultivos TS. Esto es consecuencia de que en los sistemas con
OTC solo pueden proliferar los microorganismos resistentes presentes en el inoculo, por lo
que la cantidad inicial de biomasa capaz de desarrollarse resulta ser menor.

Al finalizar la fase de crecimiento exponencial, los tres sistemas alcanzaron valores de

DO similares, siendo los de los cultivos TS-OTC levemente superiores.

1.2.2.3 Etapa II de aislamiento

Para estudiar el crecimiento de los microorganismos en medios MM-OTC, en los
cuales la unica fuente de carbono es el antibidtico, se realizé un control de MM sin agregado
de OTC. Durante las 96 horas en las que se sigui6 la cinética de crecimiento, se obtuvo un
ligero aumento en la turbidez de dicho control (desde 0.01 hasta 0.16) sin presentar
crecimiento de microorganismos, lo cual se comprobd al tomar una muestra del cultivo con
un ansa, llevarla a una placa de Petri con TS-agar e incubarla por 48 horas sin observar
crecimiento microbiano. Se puede asumir que el incremento en la DOy, €S consecuencia
del precipitado de las sales y otros compuestos que conforman el MM vy, por lo tanto, se
procedio a restar el promedio de los valores de DOg,,,, Obtenidos para los cultivos MM al
promedio de los valores obtenidos para cada uno de los cultivos MM-OTC.

En la figura 1.4 se muestran las cinéticas de crecimiento obtenidas para los cultivos
MM-OTC. Estas sugieren que se logrd aislar microorganismos capaces de utilizar al
antibidtico como unica fuente de carbono y que el crecimiento de los mismos no se ve
inhibido hasta concentraciones de 400 mg/L de OTC. Ademas, en el cultivo con 400 mg/L de
antibidtico, se obtuvo aproximadamente el doble de turbidez luego del tercer dia y una mayor
velocidad de crecimiento a comparacion del cultivo con 200 mg/L de OTC.

Con el fin de potenciar la capacidad degradadora de los microorganismos, se decidio
continuar trabajando con la comunidad desarrollada en el cultivo de 400 mg/L de OTC. Se
tom6 una muestra del mismo y se lo llevé a medio s6lido TS-agar. Por microscopia se

diferenciaron dos tipos de microorganismos por su morfologia y, a continuacioén, se
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purificaron por estriados sucesivos en medio solido. En la figura 1.5 se muestran los dos

microorganismos aislados, MD0O1 y MDO02.
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Fig. 1.4: Cinéticas de crecimiento de comunidades autoctonas degradadoras de OTC. Seguimiento de la
densidad optica a 620 nm en medios selectivos (MM) con agregados de 200 (rojo) y 400 mg/L (naranja) de
OTC.

Fig. 1.5: Microorganismos degradadores de OTC. Imagen de placas de Petri con TS-agar con

microorganismos degradadores de OTC. Izquierda: MDO1. Derecha: MDO02.

1.2.3 Caracterizacion de microorganismos degradadores

Al observar en microscopio Optico un conjunto de las colonias obtenidas en medio

solido, se identifico a MDO1 como microorganismos de pequefio tamafio con morfologia de
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cocobacilos y a MD02 como microorganismos de mayor tamaifio, tal como se muestra en la
figura 1.6.

En la figura 1.7 se presentan los resultados obtenidos luego de realizar la Tincion de
Gram. Los microorganismos MDO1 adquirieron coloracion rosada propia de bacterias

Gram-negativas, en cambio, los organismos MDO02 presentaron morfologia levaduriforme.

Fig. 1.6: Observacion microscépica de microorganismos degradadores de OTC. Imagenes tomadas bajo

microscopio optico con magnitud 200X. Izquierda: MDO1. Derecha: MDO02.
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Fig. 1.7: Observacién microscépica de bacterias y levaduras degradadoras de OTC. Imagenes tomadas

100 um

bajo microscopio optico con magnitud 1000X. Izquierda: MDO1. Derecha: MDO02.

Mediante el kit colorimétrico RapiD Yeast Plus System que se muestra en la figura
1.8, las levaduras fueron identificadas como una posible cepa de Rhodotorula rubra o de

Candida sp.
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Fig. 1.8: Resultado obtenido del kit colorimétrico RapID Yeast Plus System.

Debido a que trabajar con dos cepas de microorganismos excede los objetivos de esta
tesis y, ademas, conllevaria modificar los medios de cultivo y las condiciones de incubacion
para cubrir los requerimientos de las levaduras, se decidié no continuar los ensayos con los
microorganismos MDO02 y trabajar con las bacterias MDO1.

Como se muestra en la tabla 1.2, al solicitar a MacroGen, Inc la secuenciacion del gen
ARNr 16S, se obtuvo que la especie con mayor porcentaje de similitud a MDO1 es

Acinetobacter gerneri.

Tabla 1.2: Identificacion de la bacteria aislada a partir de secuenciacién del gen RNAr 16S.

Porcentaje de

Especie Linaje Numero de acceso identidad

Bacteria;
Proteobacteria;
Gammaproteobacteria
; Pseuodomonadales;
Moraxellaceae;
Acinetobacter

Acinetobacter gerneri NR_117620 99.7%

Otros autores (Carr ef al., 2003; Howard et al., 2012; Kabir et al., 2018) han aislado a
A. gerneri de lodos activados, muestras de suelo y efluentes de curtiembre. A partir de su
estudio, se sabe que estas bacterias son estrictamente aerdbicas y que en agar crecen como
cocobacilos unidos de a pares, aunque en otros medios presentan pleomorfismo®. Ademas,
son capaces de crecer en medios con concentraciones elevadas de contaminantes, como

metales pesados y polimeros.

® En microbiologia, el pleomorfismo es la capacidad de algunos microorganismos para alterar su
morfologia o funciones biologicas en respuesta a las condiciones ambientales.
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Por otro lado, se ha reportado que en microorganismos Gram-negativos, como es el
caso de A. gerneri, la resistencia a tetraciclinas es inducida y, por lo tanto, se obtienen niveles
maximos de resistencia cuando los microorganismos sensibles estan expuestos a
concentraciones cercanas a la concentracion inhibitoria minima del antibiotico (Nesin ef al.,
1990). Esto se condice con lo hallado previamente en las etapas de aislamiento (apartados
1.2.2.2 y 1.2.2.3) ya que se obtuvo un mayor crecimiento en medios que presentaban
concentraciones mas elevadas de OTC. Sin embargo, es necesario realizar ensayos

especificos para comprobar que 4. gerneri posee esta caracteristica.

1.3 Puntos destacables

e El efluente de feedlot presentd valores elevados de COT, DQO y conductividad,
propios de sitios altamente contaminados con materia organica y sales.

e No se detectd OTC ni sus intermediarios al analizar la fraccién acuosa del efluente
por HPLC-MS. Esto puede ser consecuencia de que la OTC se adsorbe a sedimentos.

e A través de un proceso de enriquecimiento y aislamiento de microorganismos, se
evalu6 el crecimiento de las comunidades microbianas frente a diferentes
concentraciones de OTC. Ademas, se obtuvieron comunidades capaces de crecer
utilizando OTC como tnica fuente de carbono.

e A partir de la comunidad microbiana crecida en cultivos con 400 mg/L de OTC, se
aislaron dos microorganismos capaces de crecer en medio sdlido: bacterias MDO1
identificadas por secuenciacion del gen ARNr 16S como Acinetobacter gerneri y
levaduras MDO2 identificadas como posibles Rhodotorula rubra o Candida sp. a

partir del uso de un kit colorimétrico.
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Capitulo 2. Estudio del potencial de degradacion de

oxitetraciclina de los microorganismos aislados.

2.1 Metodologia

Se prepararon cultivos de las bacterias A. gerneri en MM con 400 mg/L de OTC (de
ahora en mas, sera llamado MM-OTC) y de 574 mg/L de glucosa (MM-Glu). La
concentracion de glucosa en este ultimo cultivo se calculd para que ambos presentaran la
misma cantidad de carbono. Por otro lado, se preparé un control en MM con 400 mg/L de
OTC pero sin indculo de microorganismos (MM-SI). Cada cultivo tuvo un duplicado.

Los cultivos fueron incubados a 24 °C y agitacion constante a 120 rpm durante un

periodo de 11 dias. Se midi6 el pH del cultivo al inicio y al final del ensayo.

2.1.1 Cinética de crecimiento de bacterias aisladas

Cada 24 horas se tomaron muestras de los cultivos MM-OTC, MM-Glu y MM-SI y
se realizaron mediciones de la DOy,, Para determinar la cinética de crecimiento de las
bacterias aisladas, se restd el promedio de los valores de DOy,, obtenidos para los cultivos
MM-SI al promedio de los valores obtenidos para los cultivos MM-OTC.

Por otro lado, se buscé estimar la relacion entre DOy, y concentracion de biomasa en
unidades de g/LL mediante el método de peso seco. Se llevaron las bacterias aisladas a medios
con exceso de TS con el fin de obtener un gran crecimiento bacteriano y, luego de 7 dias de
incubacion, se prepararon diluciones (0.1, 0.2, 0.5, 1 y 2.5 mL de cultivo en 10 mL de
solucion) en tubos Falcon de 14 mL. Se midi6 la DOg,, de cada uno y se centrifugaron por 15
minutos a 10000 rpm y 15 °C, luego se desech¢ el sobrenadante y se resuspendi6 al pellet en
un pequefio volumen de agua destilada. Se repitio el proceso para cada tubo.

El pellet resuspendido se llevo a estufa a 80 °C hasta obtener peso constante.

2.1.2 Cinélica de degradacion de OTC por bacterias aisladas

Se siguio la degradacion de OTC mediante medicion espectrofotométrica y del COT.
Ademas, se realizaron ensayos de adsorcion del antibidtico para verificar la importancia de

este fenomeno in vitro.
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2.1.2.1 Determinacion de O'TC por espectrofotometria

En estudios realizados por otros autores (Liu ef al., 2018; Zhao et al., 2013) se
determin6 que la OTC presenta dos picos de absorcion UV en longitudes de onda cercanas a
275 y 352 nm, respectivamente. Ademas, ambos picos varian con el pH de la solucion (Zhao
et al., 2013).

Se procedid a comprobar los picos de absorcion de la OTC en MM con pH neutro y la
variacion de los mismos con el metabolismo celular. Para ello, se tomaron muestras de 2 mL
de cultivos MM-OTC en diferentes estadios (0 y 3 dias de crecimiento bacteriano), se
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos y se realizaron diluciones 1/10 del
sobrenadante. Se llevaron 0.7 mL del mismo a una cubeta de cuarzo para hacer mediciones
del espectro completo en un espectrofotometro PerkinElmer Lambda 35.

Se llevd a cabo el mismo procedimiento con los cultivos MM-Glu con el fin de
comparar espectros de absorcion y, de esa manera, establecer la linea de base debida a la
absorbancia de compuestos segregados por el cultivo.

Se selecciond el pico de absorbancia hallado a los 357 nm para hacer el seguimiento
de OTC. Se procedi6 a medir la concentracion de antibiotico a lo largo de 11 dias de cultivo,
tomando, cada 24 horas, 2 mL de muestra de los ensayos MM-OTC, MM-Glu y MM-SI. Se
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos, se realizaron diluciones 1/10 con el
sobrenadante y se llevo a cabo la medicion de la densidad optica a 357 nm (DOss;) en cubeta
de cuarzo en espectrofotometro UV-Vis PG Instruments Ltda. A su vez, en el primer dia de
incubacion, se prepar6 una curva de calibracion con soluciones de OTC en MM de
concentraciones 0, 5, 10, 20, 40 y 50 mg/L. Cada 24 horas se realiz6 la medicion de la DOss,
de cada solucion.

Para determinar la cinética de degradacion de OTC, se restaron los promedios de los
valores de absorbancia de los cultivos MM-Glu a los promedios de los valores de MM-OTC.
Se interpolaron estos valores a la curva de calibraciéon de OTC para obtener la concentracion
de la misma y, posteriormente, se multiplicaron dichas concentraciones por el factor de

dilucion (10).
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2.1.2.2 Determinacion de OTC por COT

Se determind la concentracion de OTC a lo largo de 11 dias por medicion de COT
tomando, cada 24 horas, 2 mL de los cultivos MM-OTC, MM-Glu y MM-SI. Se
centrifugaron las muestras a 4000 rpm durante 10 minutos y se realizaron diluciones 1/10 del
sobrenadante. Posteriormente, se llevaron 10 mL de cada dilucion a un analizador TOC-L
Shimadzu para llevar a cabo la medicion del COT.

Se siguid la degradacion de OTC utilizando el promedio de los valores obtenidos para
los cultivos MM-OTC. El promedio de los valores obtenidos los tltimos dias del periodo de

incubacion para los cultivos MM-Glu fueron utilizados como linea base.

2.1.2.3 Ensayo de adsorcion de OTC

Para analizar la adsorcion de la OTC en los medios ensayados, se prepar6 un cultivo
con exceso de TS. Luego de 7 dias de incubacion, se verti6 el volumen en un tubo Falcon de
50 mL y se centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos. Se descarto el sobrenadante y se
resuspendié al pellet en MM. Se llevo el volumen a diez tubos de ensayo y se agregaron en
los mismos 25 mL de soluciones de MM con OTC a distintas concentraciones (0, 100, 200,
300 y 400 mg/L, por duplicado). Se dejaron en agitacion constante y, cada 30 minutos, se
tomaron muestras de 0.5 mL de cada ensayo. Se centrifugaron a 4000 rpm durante 10

minutos y se midid la DOss; del sobrenadante en cubeta de cuarzo por un plazo de 3 horas.

2.2 Resultados v discusion

2.2.1 Cinética de crecimiento de bacterias aisladas

En la figura 2.1A se muestran los valores de absorbancia obtenidos para los cultivos
MM-OTC, MM-Glu y MM-SI durante 11 dias. Se puede observar que los cultivos MM-Glu
alcanzaron la fase estacionaria luego de 3 dias de incubacidn, con valores similares a los
obtenidos para la etapa de enriquecimiento inicial (apartado 1.2.2.1).

Por otro lado, los valores de absorbancia de los cultivos MM-OTC y MM-SI
continuaron aumentando de manera similar, e incluso superaron a los de MM-Glu. Una de las
posibles causas de este comportamiento es la formacion de complejos entre la OTC y sales
del MM (Ibsen & Urist, 1962) que aumentan la DOy;,,,. Por esta razén, se procedio a restar

el promedio de los valores de DOy, de los cultivos MM-SI a los de los cultivos MM-OTC
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para obtener la cinética de crecimiento que se observa en la figura 2.1B. La misma resulta

mas acorde a microorganismos que estan siendo expuestos a concentraciones elevadas de

antibiotico.
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Fig. 2.1: Cinéticas de crecimiento de bacterias aisladas. A: Seguimiento de la densidad éptica a 620 nm de
cultivos MM-OTC (azul), MM-Glu (rojo) y MM-SI (naranja). B: Seguimiento de la absorbancia a 620 nm de
cultivos MM-OTC y MM-Glu, habiendo restado previamente los valores de absorbancia de los cultivos MM-SI
a los cultivos MM-OTC.

En la figura 2.2 se muestra la relacion entre la DOg,y,, ¥ €l peso seco de la biomasa
obtenida en un cultivo crecido en medio rico con alta concentracion de fuente de carbono y
energia. Utilizando la ecuacion de la regresion lineal (DO, = 0.9503 *peso seco + 0.0381),

se intentd estimar las concentraciones iniciales y finales de biomasa para cada cultivo

expresadas en g/L.
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Sin embargo, en estos ensayos se utilizaron concentraciones muy bajas de fuente de
carbono y energia (del orden de 400 mg/L) y, como se esperaba, se obtuvo un crecimiento de
biomasa muy pequeflo. Para estos valores, la determinacion del peso seco estuvo dentro de
los limites de deteccion de la balanza incrementando asi el error relativo en la medicion de
cada una de las muestras. Por lo tanto, no se pudo determinar con precision suficiente y se
sobreestimo6 la concentracién de biomasa. Por dicha razén el analisis del crecimiento solo se
discutira en parametros relativos y sin utilizar niimeros "absolutos".

De esta manera se observo que, tal como era esperado, el crecimiento de 4. gerneri en

MM-Glu tuvo un mayor rendimiento que el crecimiento en MM-OTC.
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Fig. 2.2: Relacion entre densidad éptica y peso seco de la biomasa. Se presenta la ecuacion de la

regresion lineal y el R%.

En la tabla 2.1 se muestran los valores de pH obtenidos para los cultivos MM-OTC y

MM-Glu al inicio y al final del periodo de incubacion.

Tabla 2.1: Valores de pH obtenidos al inicio y al final del periodo de incubacién.

Cultivo pH inicial pH final
MM-OTC 6.67 6.65
MM-Glu 7 5.14
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2.2.2 Cinélica de degradacion de O'IC por baclerias aisladas

2.2.2.1 Determinacion de O1C por espectrofotometria

En la figura 2.3 se comparan los espectros de absorcion de cultivos MM-OTC y
MM-Glu en diferentes estadios de incubacion. Tal como se hallé en bibliografia, la OTC
present6 dos picos de absorcion, el primero a los 275 nm y el segundo a los 357 nm, siendo

éste Ultimo mas ancho y menos variable al avanzar el tiempo de incubacion.

* MM-OTCt=10

* MM-OTCt=3

* MM-Glut=3

* MM-Glot =0
Apgua

Abs

200 230 300 330 400 430 300
Longitud de onda (nm)

Fig. 2.3: Espectros de absorcion de cultivos MM-OTC y MM-Glu. Las lineas verticales corresponden a los

275y 357 nm. Las expresiones t = 0 y t= 3 indican, respectivamente, cultivos con 0 y 3 dias de incubacion.

Por otro lado, se observd que el espectro de absorcion de los cultivos MM-Glu
aumento con el tiempo, de tal forma que en un comienzo resulto ser similar al del agua pura
y, al alcanzar la fase estacionaria en el tercer dia de incubacion, adquirié un leve pico de
absorcion en el rango de los 250-300 nm. Esto es consecuencia del propio metabolismo
celular que genera la liberacion de metabolitos, como aminodcidos aromaticos, que absorben
en rangos similares a los de la OTC.

Para obtener la cinética de degradacion de OTC, se procedio a restar el promedio de

los valores de absorbancia obtenidos para los cultivos MM-Glu al promedio de los valores
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obtenidos para los cultivos MM-OTC, de forma de ‘“restar” el aumento de absorcion
provocado por la sintesis de metabolitos y no subestimar la disminucion de la absorcién a los
357 nm causada por la degradacion de la OTC.

Se utilizaron curvas de calibracidon para convertir valores de absorbancia a 357 nm en
valores de concentracion de OTC y se graficaron las cinéticas de degradacion que se

presentan en la figura 2.4.
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Fig. 2.4: Seguimiento de degradacion de OTC por espectrofotometria. Se representa el porcentaje de OTC

respecto al valor inicial para los cultivos MM-OTC (azul) y MM-SI (naranja).

Se observo una disminucion del 43.8 % en la concentracion de OTC en cultivos
MM-OTC y una disminucion del 10.6 % en cultivos MM-SI. Este Gltimo resultado puede
deberse a la degradacion basal de la OTC debido a la fotosensibilidad de la misma (Xuan et
al., 2009) o a la formacion de complejos entre la OTC y las sales que componen el MM, lo

cual puede conducir a pérdida en la absorbancia o a precipitacion del antibiotico.

2.2.2.2 Determinacion de OTC por COT

Estudiar la degradacion de OTC mediante los valores de COT aporta informacion
sobre la aparicion de intermediarios del antibiotico. Por ejemplo, si por espectrofotometria a
357 nm se detecta una disminucion en la absorbancia mucho mayor a la disminucion en los

valores de COT, se puede asumir que la OTC no se mineralizdé sino que se degrado
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parcialmente y dio lugar a intermediarios carbonados que mantienen los valores de COT
elevados.

En la figura 2.5 se muestra la evolucion del COT, el cual disminuy6 en ambos
cultivos, MM-OTC y MM-SI. En el caso de los cultivos MM-OTC, se alcanz6 una
degradacion del 41.1 % al finalizar el periodo de incubacion. En cuanto a los cultivos
MM-SI, se notd que la curva no fue Ginicamente en descenso durante el tiempo de incubacion,
sin embargo, al considerar los valores de COT iniciales y finales, se puede decir que el
antibiotico fue degradado en un 14.4 %.

Los valores de COT para ambos cultivos, incluso luego de 11 dias de incubacion, se

mantuvieron muy por encima de la linea base, la cual corresponde al COT basal debido a

componentes celulares carbonados.
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Fig. 2.5: Seguimiento de degradacion de OTC por medicién de COT. Se representa la concentracion de OTC
para los cultivos MM-OTC (azul) y MM-SI (naranja). La linea base corresponde al COT basal para las bacterias

aisladas.

Los valores de degradacion de OTC obtenidos por método espectrofotométrico
(43.8 %) y por medicion de COT (41.1 %) resultaron ser similares. Esto sugiere que A.
gerneri al metabolizar el antibiotico, es capaz de mineralizarlo en su totalidad, es decir,

convertirlo en didéxido de carbono, agua y biomasa.
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2.2.2.3 Ensavo de adsorcion de OTC

Analizar la adsorcion de la OTC en los medios ensayados permite descartar que parte
de la disminucién en la concentracion de antibidtico sea provocada porque el mismo se
adsorbe a las paredes del recipiente o a las membranas celulares.

En la figura 2.6 se muestra el seguimiento de la DO;s;,,, para cada soluciéon de OTC
durante un plazo de 3 horas. En las soluciones de 0-200 mg/L de OTC los valores de DOss7,,
permanecieron practicamente constantes, mientras que en las soluciones de 300 y 400 mg/L
los valores de DOss;,, presentaron variaciones, sin embargo, las mismas no son
estadisticamente significativas y no son propias de un fenomeno de adsorcion.

Se concluye, entonces, que el antibidtico no se adsorbe de manera apreciable en las
condiciones de incubacion utilizadas y, por lo tanto, la disminucidn en la concentracion de

OTC obtenida en los anteriores apartados se debe a su degradacion.
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Fig. 2.6: Cinéticas de adsorcion de soluciones de OTC.
2.3 Puntos destacables

e Se estudiaron las cinéticas de crecimiento de 4. gerneri en MM con OTC y glucosa
como fuentes de carbono y energia.
e Utilizando cultivos de TS, se busco hallar la relacion entre la absorbancia y el peso

seco de la biomasa en unidades de g/L. Sin embargo, al trabajar con bajas
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concentraciones de fuentes de carbono y energia, el crecimiento obtenido fue muy
poco y no fue posible cuantificarlo.

Se comprobd que los cultivos MM-OTC presentan dos picos de absorcion UV.
Sabiendo eso, se estudiaron las cinéticas de degradacion de OTC de A. gerneri
complementando mediciones por espectrofotometria a 357 nm y por COT.

Los resultados combinados de medicion espectrofotométrica y de COT, sugieren que
utilizando A. gerneri se obtuvo una mineralizacion total del 41 % de la OTC presente
en los medios durante un plazo de 11 dias, sin haber acumulacion de productos
intermediarios durante el proceso.

El fendémeno de adsorcion de la OTC sobre la biomasa u otros componentes de los

sistemas es despreciable.
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Capitulo 3. Ensavos de degradacion biologica-quimica

de oxitetraciclina.

3.1 Metodologia
3.1.1 Ensavo de degradacion biologica-quimica en matriz definida

3.1.1.1 Ensavos preliminares

Antes de llevar a cabo el ensayo acoplado de degradacion bioldgica-quimica con
cultivos MM-OTC, se realizaron ensayos preliminares de degradacion quimica por
foto-Fenton para determinar las condiciones Optimas del mismo.

Se prepararon soluciones de 300 mg/L. de OTC en MM (sin microorganismos) y se
ajusto el pH a 3 utilizando H,SO, 3 M. Luego se llevaron las soluciones al reactor que se
muestra en la figura 3.1, el mismo estd equipado con luces que emiten radiacion UVA (372
nm). En la tabla 3.1 se muestran las distintas concentraciones de H,O, y Fe (III) que se

afiadieron para comenzar el tratamiento foto-Fenton.

Fig. 3.1: Reactor utilizado para proceso foto-Fenton, compuesto por un agitador magnético, lamparas de luz

ultravioleta y un sistema de ventilacién que permite mantener la temperatura constante.
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Tabla 3.1: Condiciones con las que se llevo a cabo el proceso foto-Fenton para cada tratamiento.

. Cec. Fe (IIT) Tiempo del
Tratamiento Cc. H,0, (mM) (mg/L) Pulso pulso (min)
1 5 3 - -

2 10 3 de H,0, 180
3 10 6 de H,0, 180
4 10 6 de H,0, y Fe (1II) 180

Cada 30 o 60 minutos, se tomaron muestras de 2 mL para seguir el consumo de H,0,
y de OTC. La concentracion de H,O, se midid por espectrofotometria a 450 nm utilizando el
método del vanadato (Nogueira ef al., 2005). Para cuantificar OTC, se centrifugaron 1.5 mL
de las muestras a 4000 rpm durante 5 minutos y se hicieron diluciones 1/10. El seguimiento
se realizo por espectrofotometria a 357 nm y por medicion de COT.

Cuando la DOy, alcanzo6 valores muy bajos o cuando se detectd un estancamiento en
la mineralizacion de OTC, se afiadio un pulso de H,0, en el caso de los tratamientos 2y 3,y
de H,O, y Fe (III) en el tratamiento 4. A partir de la disminucion de OTC, se seleccionaron
las condiciones de tratamiento Optimas para llevar a cabo el ensayo acoplado de degradacion

biologica-quimica.

3.1.1.2 Ensayo acoplado de degradacion en matriz definida

Se prepararon cultivos MM-OTC con las bacterias A. gerneriy se siguio la cinética de
degradacion de OTC por espectrofotometria a 357 nm y por medicion de COT durante el
plazo de una semana. En los dias 0 y 7 del cultivo se tomaron muestras de 12 mL de
MM-OTC y se llevaron a cabo ensayos ecotoxicoldgicos (descritos en el apartado 3.1.3.3).

Al finalizar el periodo de incubacion, se centrifugaron los cultivos a 4000 rpm durante
20 minutos y se tomo el sobrenadante. Se les ajusto el pH a 3 utilizando H,SO, 3 M y se
procedi6 a llevar a cabo el tratamiento foto-Fenton durante 420 minutos, utilizando 6 mg/L
de Fe (III) y H,O, 10 mM, y agregando un pulso de estos mismos componentes a los 180
minutos de reaccion.

Cada una hora se tomaron 2 mL de muestra para controlar el consumo de H,O, y para

seguir la disminucion de OTC por espectrofotometria y COT. Al finalizar el tratamiento, se
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ajustd a 7 el pH de la solucion resultante utilizando NaOH (0.5 M) y se llevaron a cabo
ensayos ecotoxicoldgicos (apartado 3.1.3.3) para analizar la toxicidad final del medio.

Como blanco se utilizd6 una solucion de 400 mg/L de OTC en MM (sin
microorganismos) que se expuso a radiacion UVA durante 420 minutos sin agregado de H,O,
ni Fe (III). La finalidad de este ensayo fue estudiar la degradacion del antibidtico por fotdlisis
al ser expuesto a radiaciéon UVA.

Los valores obtenidos para ambos ensayos fueron interpolados en una curva de
calibracion de OTC que permitid obtener la concentracion de la misma en cada punto del

proceso.

3.1.2 Ensayo de degradacion biologica-quimica en matris real

3.1.2.1 Cinélica de crecimiento en matriz real

Se partié de una muestra de 500 mL de efluente de feedlot porcino tomada en Julio de
2021 y almacenada hasta la fecha en un recipiente estéril a 4 °C. Con el efluente crudo se
realiz6 un ensayo ecotoxicologico (apartado 3.1.3.3) y posteriormente se dejo decantar el
material solido por 24 horas. Se tomo la parte liquida y se centrifugd dos veces a 4000 rpm
durante 20 minutos.

Se agreg6 OTC al sobrenadante hasta alcanzar una concentracion de 400 mg/L vy,
luego, se repartié el mismo en seis matraces Erlenmeyer, para realizar los tres tratamientos

biologicos por duplicado que se detallan a continuacion:

EF-OTC EF-Glu EF-SI
45 mL de efluente + muestra 45 mL de efluente + muestra 45 mL de efluente + 5 mL de
de 5 mL de cultivo de 4. de 5 mL de cultivo de 4. agua esterilizada (control sin
gerneri en MM-OTC gerneri en MM-Glu inoculo)
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Se incubaron en agitacion constante a 120 rpm y a 24 °C, y se sigui6 el crecimiento
microbiano tomando muestras de 1 mL cada 2 dias y realizando diluciones al medio para

medir la DOy, durante un plazo de 12 dias.

3.1.2.2 Cinética de degradacion de OTC en matriz real

Debido a la turbidez del efluente y a la alta concentracion de compuestos que
absorben en el rango de longitudes de onda de trabajo, no fue posible seguir la degradacion
de OTC por espectrofotometria a 357 nm, por lo tanto, la misma se sigui6é por COT.

Se tomaron muestras de 2 mL cada 2 dias, se centrifugaron a 4000 rpm durante 10
minutos y se realizaron diluciones 1/100 con el sobrenadante. Se tomaron 10 mL de dilucién

y se llevo a cabo la medicion del COT.

3.1.2.3 Ensayo acoplado de degradacion en matriz real

Luego de 12 dias de incubacion en los que se siguieron las cinéticas de crecimiento y
degradacion de OTC, se tomé una muestra de 12 mL del cultivo EF-OTC con el fin de
realizar ensayos ecotoxicoldgicos (apartado 3.1.3.3). También se control6 el pH del medio.

Posteriormente, se centrifugo el cultivo a 4000 rpm durante 20 minutos y se expuso el
sobrenadante al proceso de foto-Fenton durante 480 minutos utilizando Fe (III) 6 mg/L y
H,0, 10 mM y afiadiendo un pulso de dichos componentes a los 180 minutos de reaccion. Se
siguid cada una hora la concentracion de H,O, y de OTC por espectrofotometria a 450 nm y
COT, respectivamente.

Al finalizar el ensayo se ajustd a 7 el pH del efluente tratado y se llevaron a cabo

ensayos ecotoxicologicos (apartado 3.1.3.3).

3.1.3 Ensayos ecotoxicologicos

Con el fin de estudiar la disminucion de la toxicidad del medio, se llevaron a cabo
ensayos ecotoxicoldgicos siguiendo las normas IRAM 2008 y 2016. Se utilizaron semillas de
Lactuca sativa (lechuga), Eruca vesicaria (rGcula) y Raphanus sativus (rabanito),

almacenadas a 4 °C en oscuridad.
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3.1.3.1 Poder germinativo

En primera instancia, se probd el poder germinativo de las semillas para determinar
cuales especies podrian ser utilizadas en los ensayos ecotoxicoldgicos. Para ello, se
prepararon 9 placas de Petri con un papel de filtro cubriendo su radio y, a continuacion, se
saturd el papel con 4 mL de agua destilada evitando que se formen burbujas de aire. Con la
ayuda de una pinza, se colocaron 10 semillas en cada placa, correspondiendo 3 placas a cada

especie, como se muestra en el siguiente diagrama:

[] F - '] Z - i Bt - |
Placas con 10 semillas de Placas con 10 semillas de Placas con 10 semillas de
L. sativa. E. vesicaria. R. sativus.

Se incubaron las placas en oscuridad a una temperatura de 24 °C. Las semillas de L.
sativa se dejaron 120 horas, mientras que las semillas de E. vesicaria y R. sativus se dejaron
48 horas (lannacone & Alvarifio, 2005; Foti et al., 2005). Posteriormente, se realizo el
recuento de las semillas que presentaron crecimiento de radicula y se obtuvo el poder
germinativo de cada especie calculando el porcentaje de semillas germinadas sobre el total de

semillas (30 para cada especie).

3.1.3.2 Ensavo de sensibilidad a OTC

Se prepararon soluciones MM-OTC (sin microorganismos) con un rango de
concentraciones entre 0-600 mg/L de antibidtico. Para cada concentracion, se utilizaron 2
placas de Petri con 10 semillas de R. sativus cada una y se vertieron 4 mL de solucion.

Se incubaron en oscuridad a una temperatura de 24 °C durante 48 horas y se utilizé
una hoja milimetrada para medir la longitud de la radicula de cada una de las plantulas, tal
como se muestra en la figura 3.2. Se calcul6 la longitud media para cada concentracion de
OTC y se obtuvo el porcentaje de inhibicion con respecto al control (4 mL de MM sin OTC).

Posteriormente, se grafico el porcentaje de inhibicion vs. el logaritmo de la concentracion de
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OTC vy, a partir de la ecuacion de la regresion lineal, se determind la concentracion inhibitoria
media (Clsy).

Fig. 3.2: Medicién de la longitud de la radicula utilizando hoja milimetrada.

3.1.3.3 Medicion de loxicidad

Para llevar a cabo la medicion de la toxicidad en puntos criticos de los ensayos de
degradacion bioldgica-quimica, se utilizaron 3 placas de Petri con 10 semillas de R. sativus
cada una y 4 mL del medio liquido o efluente con distintos grados de tratamiento (apartados

3.1.1 y 3.1.2), tal como se puede ver en el siguiente diagrama:

Se incubaron en oscuridad a una temperatura de 24 °C durante 48 horas y se utilizd

una hoja milimetrada para medir la longitud de la radicula de cada una de las plantulas. Se
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calculd la longitud media para cada etapa de tratamiento y se obtuvo el porcentaje de

inhibicidn con respecto al control (4 mL de agua destilada).

3.2 Resultados vy discusion

3.1.1 Ensavo de degradacion biologica-quimica en matris definida

3.1.1.1 Ensavos preliminares

En la figura 3.3 se muestra la disminucion de la OTC para los distintos tratamientos

durante el proceso de degradacion quimica por foto-Fenton.
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Fig. 3.3: Optimizacion de las
condiciones de degradacion de
OTC por foto-Fenton. A:
Concentracion de OTC obtenida
por medicion espectrofotométrica.
B: Medicion de COT. La linea
vertical corresponde al pulso de
H,0, afiadido en los tratamientos 2
y 3,y de H,0, y Fe (III) afiadido en

el tratamiento 4 a los 180 minutos.

Al analizar la disminucién de OTC por espectrofotometria, se observo que en los

tratamientos 2, 3 y 4, la concentracion de antibidtico disminuy6 alcanzando valores similares.

Sin embargo, al analizar los valores de COT para dichos tratamientos, resultd ser el
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tratamiento 4 el que presentd una mayor disminucion de la OTC y de sus intermediarios.

Dichos resultados se muestran en la tabla 3.2.

Tabla 3.2: Disminucion porcentual de OTC obtenida en el proceso foto-Fenton para cada tratamiento.

Tratamiento Disminuciéon de OTC segin DO (%) Disminucion de OTC segin COT (%)

1 68 14
2 86 22
3 &9 36
4 95 50

Realizar estos ensayos preliminares permitid establecer las condiciones que conducen
a una mayor degradacion de OTC por foto-Fenton entre las condiciones estudiadas. Las
mismas resultaron ser las del tratamiento 4, es decir: H,O, 10 mM, 6 mg/L de Fe (III) y un

pulso a los 180 minutos con estos dos componentes.

3.1.1.2 Ensavo acoplado de degradacion en matriz definida

Luego de optimizar las condiciones de reaccion, se llevo a cabo el ensayo acoplado de
degradacion biologica-quimica en matriz definida. Para ello, se siguié la cinética de
degradacion de OTC de cultivos MM-OTC por un plazo de 7 dias y, posteriormente, se aplico
el tratamiento de foto-Fenton durante 420 minutos.

En la figura 3.4A se muestra la evolucion en la concentracion de OTC medida por
espectrofotometria a 357 nm durante el tratamiento bioldgico-quimico. Se puede observar
que el mayor porcentaje de degradacion de OTC ocurrié durante el proceso de foto-Fenton.
En la figura 3.4B se muestra con mas detalle la evolucion en la concentracion de OTC
durante el tratamiento quimico por foto-Fenton.

Por otro lado, en la figura 3.5A se muestra la evolucion en la medicion del COT
durante el tratamiento biologico-quimico, y en la figura 3.5B se detalla la evolucion del COT
durante el tratamiento quimico. En este caso, el porcentaje de disminucién del COT no

resultd ser tan diferente entre ambos tratamientos.
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Fig. 3.4: Evolucion de OTC en
ensayo de degradacién
biolégica-quimica en una matriz
definida medida por
espectrofotometria a 357 nm. A:
Concentracion de OTC a lo largo
del tratamiento bioldgico
(B)-quimico (Q). La linea vertical
corresponde a la division entre
ambos tratamientos. B:
Concentracion de OTC a lo largo
del tratamiento quimico. La flecha
indica el pulso de H,0, y Fe (III)
afiadido a los 180 minutos de

tratamiento quimico.

Fig. 3.5: Evolucién de OTC en
ensayo de degradacién
biolégica-quimica en una matriz
definida medida por COT. A:
Concentracion de COT a lo largo
del tratamiento biologico
(B)-quimico (Q). La linea vertical
corresponde a la division entre
ambos tratamientos. B:
Concentracion de COT a lo largo
del tratamiento quimico. La flecha
indica el pulso de H,0, y Fe (III)
afiadido a los 180 minutos de
tratamiento quimico. La linea base
(naranja) corresponde al valor de
COT basal para las bacterias

aisladas.

47



En la tabla 3.3 se detallan los porcentajes de disminucion de OTC y COT al final del
tratamiento biologico y del proceso de foto-Fenton, y los porcentajes de mineralizacion y
degradacion obtenidos a lo largo del ensayo.

Al seguir los niveles del antibidtico por espectrofotometria, se obtuvieron porcentajes
de degradacion de OTC del 32 % para el tratamiento biologico, del 58 % para el tratamiento
quimico y del 13% para el control de fotdlisis. Por otro lado, los valores obtenidos al realizar
la medicion de COT fueron de 31 y 32 % para el tratamiento bioldgico y el tratamiento
quimico, respectivamente, y 11% para el control.

Como se mencion6 previamente (apartado 2.2.2.2), el seguimiento de OTC por
medicion de COT permite conocer los valores de mineralizacion del antibidtico, es decir, de
degradacion completa (de OTC y todos sus intermediarios). Por lo mismo, se procedi6 a
restar los porcentajes obtenidos al realizar el seguimiento por medicion de COT a los
porcentajes obtenidos para el seguimiento por medicidon espectrofotométrica y, a su vez, a
restar los valores del control. De esta forma se puede estimar que, a lo largo del tratamiento
biologico-quimico, se logré mineralizar un 52 % y degradar un 25 % de los 400 mg/L de

OTC que originalmente habia en el cultivo.

Tabla 3.3: Porcentajes de disminucion, mineralizacion y degradacion de OTC a lo largo del tratamiento
biolégico-quimico en matriz definida. © El total se obtuvo restando el valor del control a la suma de los

tratamientos bioldgico y quimico.

Disminucion de Disminucion de

Tratamiento OTC segiin DO OTC segiin COT Minet;/l:;acién Degr(z;(i);lcién
(%) (%)
Biologico 32 31 31 1
Quimico 58 32 32 26
Control 13 11 11 2
Total 90 63 52 25
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3.1.2 Ensayo de degradacion biologica-quimica en matris real

3.1.2.1 Cinética de crecimiento en matriz real

En el capitulo 1 se comprobé que el efluente no presentaba concentraciones
significativas de OTC en solucidn, lo cual permitiria el crecimiento de microorganismos no
resistentes al antibiotico. Por esta razon, y con miras de ampliar el espectro de posibilidades
de remediacion a efluentes con concentraciones elevadas de contaminante, se llevo a cabo el
ensayo de degradacion de OTC en una matriz real con agregados del antibiotico.

En la figura 3.6 se muestra la cinética de crecimiento en matriz real de ensayos
EF-OTC, EF-Glu y EF-SI. Se observo que los cultivos EF-OTC y EF-Glu alcanzaron valores
de turbidez similares luego de 12 dias de incubacion. En cambio, los cultivos EF-SI no
presentaron un aumento de turbidez considerable durante el periodo de incubacion,
probablemente como consecuencia de que los microorganismos autdctonos no tuvieron un
periodo de adaptacion a concentraciones de 400 mg/L de OTC vy, por lo tanto, no fueron

capaces de crecer tan eficientemente en presencia de la misma.

Tiempo (dias)

Fig. 3.6: Cinéticas de crecimiento microbiano en matriz real durante el tratamiento biolégico. Se
representa la DOg,g,m para muestras de efluente con agregado de microorganismos provenientes de cultivos

MM-OTC (azul), MM-Glu (rojo) y MM-SI (naranja).

Los valores de pH obtenidos durante el dia 0 y el dia 12 del tratamiento bioldgico para
los cultivos MM-OTC fueron 8.94 y 9.09, respectivamente. En dichas condiciones, se puede

asumir que el crecimiento de los microorganismos se vio desfavorecido y, por lo mismo, no
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hubo un gran aumento en los niveles de absorbancia a pesar de la cantidad de carbono

disponible en los sistemas.

3.1.2.2 Cinélica de degradacion de OTC en matriz real

En la figura 3.7 se muestra la evolucion del COT en los diferentes ensayos en matriz
real. Se observé que los cultivos EF-SI no presentaron una disminucion en la concentracion
de COT, en cambio los cultivos EF-OTC y EF-Glu mostraron una disminucioén similar,
siendo los cultivos EF-OTC los que alcanzaron valores levemente menores. Es posible que
esto se deba a que los microorganismos que fueron agregados a los cultivos EF-OTC,
provenian de cultivos que contienen OTC como unica fuente de carbono y, por lo tanto, ya se

encontraban aclimatados a concentraciones elevadas de la misma.
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Fig. 3.7: Evolucion del COT en matriz real durante el tratamiento biolégico. Se representa el porcentaje de
COT respecto al valor inicial obtenido para muestras de efluente con agregado de microorganismos provenientes

de cultivos MM-OTC (azul), MM-Glu (rojo) y MM-SI (naranja).

3.1.2.3 Ensavo acoplado de degradacion en matris real

En la figura 3.8 se muestra la evolucion del COT a lo largo del tratamiento
biologico-quimico. A diferencia de lo ocurrido en el ensayo acoplado en una matriz definida,
se obtuvo una mayor disminucion del COT durante el tratamiento quimico por foto-Fenton,
siendo ésta de 25%, frente al 12% obtenido durante el tratamiento bioldgico. De esta forma,

el porcentaje de mineralizacion total resultd ser de 37%.
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Si bien estos valores son inferiores a los obtenidos en el ensayo acoplado de
degradacion en una matriz definida, se debe destacar que, en este caso, e incluso luego de
haber centrifugado el efluente con el fin de eliminar parte de la materia organica, el COT al
inicio del periodo de incubacion fue hasta cinco veces superior al de la matriz definida.
Ademés, la turbidez remanente del cultivo pudo afectar al proceso de foto-Fenton ya que éste

es mas efectivo en soluciones translicidas (Xuan ez al., 2009). Aun asi, se logr6é eliminar

alrededor de 400 mg/L de COT.

1000

200

COT (mg/L)
]
=

T00
600
0 40 80 120 160 200 240 280 320
Tiempo (h)
B
1000
200
=l
[=1¥]
g :
e 300
(o]
]
T00
600
312 313 314 315 316 17 318 319 320
Tiempo (h)

Fig. 3.8: Evolucion de COT en ensayo de degradacion biolégica-quimica en una matriz real. A:
Concentracion de COT a lo largo del tratamiento bioldgico (B)-quimico (Q). La linea vertical corresponde a la
division entre ambos tratamientos. B: Concentracion de COT a lo largo del tratamiento quimico. La flecha

indica el pulso de H,0, y Fe (III) afiadido a los 180 minutos de tratamiento quimico.
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Debido a que al trabajar con una matriz real no fue posible seguir los niveles del
antibidtico por espectrofotometria a 357 nm, no se pudo realizar el analisis que se llevo a
cabo en el caso de la matriz definida (apartado 3.1.1.2) y determinar los porcentajes de
degradacion y de mineralizacion de OTC. Al trabajar con matrices reales resulta conveniente

optimizar un método de deteccion del antibidtico y de sus intermediarios por HPLC-MS.

3.1.3 Ensayos ecotoxicologicos

3.1.3.1 Poder germinativo

Para utilizar semillas en ensayos de ecotoxicidad, el poder germinativo de las mismas
debe ser de al menos el 90%, de otra forma no se puede atribuir la inhibicion en la
germinacion de las semillas a la exposicion al contaminante estudiado. En el caso de las
semillas de L. sativa, que se muestran en la figura 3.9, y de E. vesicaria, se alcanzaron
porcentajes muy inferiores al requerido para llevar a cabo ensayos de toxicidad, por lo cual
no se continud trabajando con las mismas.

Por otro lado, el poder germinativo de las semillas de R. sativus fue del 97%, ya que
germinaron 29 de las 30 semillas incubadas, tal como se observa en la figura 3.10. Por este
motivo, se utilizaron semillas de esta especie para realizar los ensayos de toxicidad descritos

en el siguiente apartado.

Fig. 3.9: Ensayo de poder germinativo con semillas de L. sativa. Izquierda: semillas antes del periodo de
incubacion. Derecha: semillas al finalizar el periodo de incubacion. Se obtuvieron resultados similares para E.

vesicaria.

52



Fig. 3.10: Ensayo de poder germinativo con semillas de R. sativus. Izquierda: semillas antes del periodo de
incubacion. Derecha: semillas al finalizar el periodo de incubacion. La flecha sefiala la tinica semilla de R.

sativus que no germinod.

3.1.3.2 Ensavyo de sensibilidad a OTC

La elongacion de la raiz es inhibida a concentraciones mas bajas de contaminante a
comparacion de la germinacion de las semillas (Romero Goémez & Prieto Zapata, 2014), por
lo que se procedié a evaluar el efecto inhibitorio de la OTC en la elongacion de la raiz de
semillas de R. sativus.

En la figura 3.11 se presenta el promedio de longitudes de radiculas para cada
concentracion de OTC ensayada y en la figura 3.12 se muestra una semilla representativa de
cada concentracion. Se determino que la elongacién de la raiz se ve inhibida por el antibiotico
y que la relaciéon entre la concentracion de OTC y la longitud de las radiculas es
practicamente lineal hasta alcanzar los 350 mg/L. A concentraciones de 600 mg/L, la
inhibicion en la elongacion no aumento.

En la figura 3.13 se muestra el porcentaje de inhibicion en la elongacion de la raiz con
respecto al control para cada concentracion de OTC. A partir de la ecuacion de la regresion
lineal de dicho grafico (Cls5, = 44.688*cc. OTC - 52.978) se obtuvo la concentracion de OTC
para la cual se estima que habra un efecto inhibitorio en la elongacion de las raices del 50 %
(Clsy = 50) en semillas de R. sativus, es decir, la concentracion inhibitoria media (Cls)

(Romero Gomez & Prieto Zapata, 2014). La misma resulto ser de 201.5 mg/L de OTC.
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Fig. 3.11: Ensayo de sensibilidad a OTC con semillas de R. sativus. Se representa la longitud promedio de

radiculas obtenida para cada concentracion de OTC ensayada.

Fig. 3.12: Elongacién radicular diferencial de semillas de R. sativus, incubadas en soluciones de (de

izquierda a derecha) 0, 100, 200, 350 y 600 mg/L de OTC.
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Fig. 3.13: Inhibicion en la elongacién radicular de semillas de R. sativus expuestas a diferentes
concentraciones de OTC. Se representa el porcentaje de inhibicion en la elongacion de las radiculas con

respecto al control para cada concentracion de OTC ensayada.
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3.1.3.3 Medicion de toxicidad

En la figura 3.14 se muestra la germinacion de semillas de R. sativus para diferentes
puntos en los tratamientos de degradacion de OTC (pre-tratamiento, post-tratamiento
bioldgico y post- tratamiento quimico) en matriz definida y matriz real.

A partir de la medicion de la elongacion de la raiz de cada semilla, se observéd una
notable disminucion de la toxicidad a medida que se avanz6 en el ensayo en matriz definida y
una disminucién de la toxicidad en la ultima etapa del ensayo en matriz real. Dichos

resultados se presentan en la figura 3.15.

Fig. 3.14: Ensayos de ecotoxicidad. Se muestra la elongacion de las radiculas de 10 semillas de R. sativus

incubadas con las muestras, de izquierda a derecha, pre-tratamiento, post-tratamiento biologico y

post-tratamiento quimico para el medio en matriz definida (superior) y el medio en matriz real (inferior).

En la tabla 3.4 se muestran los valores porcentuales de inhibicion respecto del control
para cada etapa de tratamiento. Se notd que, en el caso del ensayo en matriz definida, al
finalizar el tratamiento de degradacion quimica, el crecimiento de radiculas no solo dejé de
verse inhibido sino que parece verse favorecido, posiblemente como consecuencia de la
presencia de sales que componen el MM u otras sustancias generadas durante el tratamiento

bioldgico que estimulan la germinacion.
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Por otro lado, se observo que en el ensayo de degradacion en matriz real, en la tltima
etapa de tratamiento, el porcentaje de inhibicion para el crecimiento de las radiculas

disminuyd cerca de un 50 % a comparacion de las primeras etapas de tratamiento.

30| mMatriz definida

18,14

25 | mMafriz real

Longitud de radicula (mm)

7.54
10
3,89
5
i 0.00 0.00
0
Pre-tratamiento Post-tratamiento Post-tratamiento
biolagico quimico

Fig. 3.15: Longitud promedio de radicula para cada etapa del tratamiento.

Tabla 3.3: Parametros de interés ecotoxicologico obtenidos en cada etapa de los tratamientos. ) El
porcentaje de inhibicion se considera 0 % aunque, en realidad, el crecimiento de las radiculas es mayor con

respecto al control.

Muestra Longitud promedio de Porcentaje de inhibicion
radicula (mm) respecto del control (%)
Control 14.75 -
Pre-tratamiento matriz
definida 3.69 7
Post-tratamiento biologico 7.54 49
matriz definida
Post-tratamiento quimico *
matriz definida 19.14 0
Pre-tratamiento matriz real 0.00 100
Post—tratann?nto biologico 0.00 100
matriz real
Post-tratamiento quimico 709 5

matriz real

50



Comparando los resultados obtenidos para ambas matrices, se puede decir que no hay

evidencia de que a lo largo de los tratamientos se generen nuevos intermediarios de OTC de

elevada toxicidad, ya que la misma, como se detallo previamente, disminuye a lo largo de los

ensayos. Por lo tanto, se puede asumir que el porcentaje de inhibicidon no disminuye durante

el tratamiento bioldgico en matriz real debido a la presencia de otros componentes, de una

alta salinidad y de valores altos de pH (apartados 1.2.1 y 3.1.2.1) que interfieren en el

crecimiento de la radicula.

3.3 Puntos destacables

Al realizar ensayos preliminares de foto-Fenton se determind que las condiciones que
permiten obtener una mayor degradacion quimica de OTC son: 6 mg/L de Fe (III),
H,0, 10 mM y un pulso con ambos componentes a los 180 minutos de reaccion.

En el ensayo de degradacion bioldgica-quimica con matriz definida se obtuvo una
mineralizacion del 52 % y una degradacion del 25 % de la OTC.

En el ensayo de degradacion bioldgica-quimica con matriz real se obtuvieron valores
mas elevados de turbidez y de degradacion del antibidtico al afadir un indculo de
microorganismos proveniente del cultivo MM-OTC. El pH en este ensayo fue
elevado, lo cual pudo afectar al crecimiento y metabolismo bacteriano. Por otro lado,
no se logro cuantificar OTC por espectrofotometria como consecuencia de la turbidez
del medio. Al finalizar el ensayo, se obtuvo una disminucioén del COT del 37 %.

El poder germinativo de las semillas de R. sativus fue del 97 % y la Cls, para la
elongacion de las raices fue de 201.5 mg/L de OTC.

A lo largo del ensayo de degradacion bioldgica-quimica en matriz definida se obtuvo
una disminucion de la toxicidad que alcanzé valores del 0 % al finalizar el proceso de
foto-Fenton.

En el ensayo de degradacion bioldgica-quimica en matriz real sélo se obtuvo una

disminucion de la toxicidad luego de realizar el foto-Fenton y la misma fue del 52 %.
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Conclusion

En este trabajo, partiendo de muestras de efluente de feedlot, se lograron enriquecer y
caracterizar dos especies de microorganismos autdctonos, una levadura y una bacteria. Los
mismos fueron capaces de resistir y degradar OTC, incluso cuando el antibiotico se encuentra
en concentraciones de 400 mg/L. Dichos microorganismos presentaron un crecimiento
rapido, alcanzando la fase estacionaria luego de las 72 horas, tanto en cultivos ricos
(TS-OTC) como cultivos basales sin otra fuente de carbono mds que el antibidtico
(MM-OTC).

Mediante secuenciacion del gen ARNr 16S se determiné que las bacterias eran de la
especie A. gerneri. En la bibliografia consultada se ha reportado que estos cocobacilos
Gram-negativos tienen la capacidad de crecer ain con elevadas concentraciones de
contaminantes emergentes, por lo que se puede asumir que son bacterias multi-resistentes y
que podrian tener un rol importante en el tratamiento de efluentes.

Se realizaron ensayos acoplados de degradacion bioldgica-quimica con dichas
bacterias en matriz definida (MM-OTC) y en matriz real (EF-OTC). En el primer caso, a lo
largo de 7 dias, se obtuvo una degradacion del 77 % de la OTC. Al ensayar en una matriz
real, a lo largo de 13 dias, se obtuvo una mineralizacion del 37 % del antibiotico. Es
necesario profundizar la investigacion sobre los mecanismos de degradacion del antibidtico y
optimizar el proceso en matriz real, en el cual la OTC interactia de manera compleja con los
diferentes compuestos del medio y donde el crecimiento y el metabolismo de los
microorganismos se ve desfavorecido por factores como el pH.

Los ensayos ecotoxicologicos llevados a cabo con semillas de R. sativus mostraron un
incremento en la elongacion de la radicula al avanzar en las etapas de degradacion
bioldgica-quimica de OTC, por lo que se puede afirmar que, para ambas matrices, el
tratamiento disminuye la toxicidad del efluente.

Los parametros iniciales del efluente de feedlot porcino hacian que el mismo no fuera
seguro para ser vertido en aguas superficiales. Tomando muestras de dicho efluente, fue
posible aislar microorganismos autdctonos capaces de remediarlo y disminuir asi el impacto

ambiental asociado a su liberacion.
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Perspectivas a futuro

e Continuar el estudio de los procesos de degradacion bioldgica-quimica de
oxitetraciclina y evaluar otras condiciones de cultivo para aumentar el porcentaje de
mineralizacion del antibidtico. Fundamentalmente, hacer un control del pH y estudiar
el metabolismo de la fuente de nitrogeno al trabajar con muestras de efluente.

e Optimizar una técnica que permita estudiar la concentracion de oxitetraciclina y de
sus intermediarios en sedimentos y matrices complejas por HPLC-MS.

e C(Caracterizar la comunidad microbiana original utilizando técnicas moleculares de
secuenciacion masiva.

e C(Comparar los resultados obtenidos con muestras de efluente de otras industrias

feedlot.
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