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Resumen

El avance de la industrializacion y globalizacion ha ido deteriorando los entornos naturales al
introducir componentes que comprometen el funcionamiento holistico del ambiente. Por un lado, estan
los plésticos que, si bien poseen una amplia variedad de aplicaciones en la vida diaria del ser humano,
generan residuos cuya disposicion final no es gestionada adecuadamente. Por otro lado, como
consecuencia de determinadas actividades antropicas, se liberan al ambiente elementos conocidos como
metales pesados, cuya toxicidad afecta tanto a la salud humana como a la mayoria de formas de vida.
A pesar de que los plasticos y los metales pesados suelen pertenecer a clases diferentes de
contaminantes, los vertederos de residuos pueden ser el espacio en comun entre estos. En este trabajo
se propuso el estudio de la biorreduccion de metales pesados y el analisis de la biodegradacion de
plasticos mediada por bacterias nativas con potencial capacidad biorremediadora. Para ello, se llevo a
cabo el aislamiento de microorganismos a partir de muestras ambientales con presencia de ambos
contaminantes y luego fueron agrupados segin su morfologia y sus caracteristicas metabolicas. En
funcion de los resultados obtenidos, el criterio determinante para decidir con qué bacterias continuar
los ensayos fue la evaluacion de formacion de biofilm. Esta capacidad es reportada como el paso inicial
en el proceso de biodegradacion de plasticos. Al seleccionar las mejores 5 bacterias que presentaron
elevada formacion de biofilm, se les evaluo la capacidad de biodegradar polipropileno en un periodo de
40 dias. Al mismo tiempo, en un ensayo independiente se evaluod la capacidad de estas bacterias de
crecer a distintas concentraciones de cromo y su capacidad biorreductora del metal pesado. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos de los sistemas compuestos por microorganismo-polipropileno y
microorganismo-cromo, se seleccionaron a los mejores 3 microorganismos para evaluar su crecimiento
en sistemas disefiados con los dos contaminantes. El polipropileno fue biodegradado en las condiciones
establecidas. Los microorganismos fueron identificados por secuenciacion parcial del gen rRNA 16S.
Los resultados indicaron que 2 de éstos pertenecen al género Stenmotrophomonas y el tercero a
Lysinibacillus. Estos géneros han sido reportados como biodegradadores de polipropileno, no asi
sumando la presencia de otros contaminantes de origen antropico. Los resultados expuestos en el trabajo
pueden servir de puntapi¢ inicial para nuevos estudios que permitan a futuro la aplicacion de

microorganismos nativos de ambientes contaminados en procesos de biorremediacion.
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Abstract

The advance of industrialisation and globalization has been deteriorating natural environments
by introducing components that compromise the holistic functioning of the environment. On the one
hand, there are plastics which, although they have a wide variety of applications in human daily life,
generate waste whose final disposal is not adequately managed. On the other hand, as a consequence
of certain anthropogenic activities, elements known as heavy metals are released into the environment,
whose toxicity affects both human health and most forms of life. Although plastics and heavy metals
often belong to different classes of pollutants, waste landfills may be the common ground between
them. In this work it is proposed to study the bioreduction of heavy metals and to analyze the
biodegradation of plastics mediated by native bacteria with potential bioremediation capacity. For this
purpose, microorganisms were isolated from environmental samples with the presence of both
pollutants and then grouped according to their morphology and metabolic characteristics. Based on the
results obtained, the decisive criterion for deciding which bacteria to continue the tests with was the
evaluation of biofilm formation. This capacity is reported to be the initial step in the process of
biodegradation of plastics. By selecting the best 5 bacteria that showed high biofilm formation, they
were evaluated for their ability to biodegrade polypropylene over a period of 40 days. At the same time,
the ability of these bacteria to grow at different chromium concentrations and their ability to bioreduce
the heavy metal was evaluated in a separate test. Taking into account the results obtained from the
microorganism-polypropylene and microorganism-chromium systems, the best 3 microorganisms were
selected to evaluate their growth in systems designed with the two pollutants. Polypropylene was
biodegraded under the established conditions. The microorganisms were identified by partial
sequencing of 16S rRNA gene. The results indicated that two of these belong to the genus
Stenotrophomonas and the third to Lysinibacillus. These genera have been reported as polypropylene
biodegraders, but not in presence of other contaminants of anthropogenic origin. The results presented
in this work may serve as a starting point for new studies that will allow the future application of native

microorganisms from contaminated environments in bioremediation processes.
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1. Introduccion

El avance de la industrializacion y globalizacion ha ido deteriorando los entornos naturales
al introducir componentes que comprometen el funcionamiento holistico del ambiente (Masindi y
Muedi, 2018). Entre estos componentes se encuentran los metales pesados, elementos quimicos
que se han ido acumulando gradualmente en la naturaleza debido principalmente a la descarga
directa e indirecta en efluentes industriales (Kumari ez al. 2016). Otro componente que abunda en
el ambiente son los plasticos, debido a la ausencia de infraestructuras eficaces de gestion de
residuos (Chamas et al. 2020).

Estos componentes persisten en el ambiente debido a la lenta velocidad de degradacion de
los plasticos en condiciones naturales (Zhang et al. 2020) y a que los metales pesados son especies
quimicas no degradables (Vullo, 2003). De esta manera, tienden a acumularse en plantas y
animales, fendmeno conocido como bioacumulacion (Gambarini ef al. 2022; Masindi y Muedi,
2018). La bioacumulacion conduce a la biomagnificacion, generando dafos al resto de los
animales que se alimentan de ellos y perjudicando a los siguientes eslabones de la cadena
alimentaria (Ajith et al. 2020; Shah y Kumar, 2022).

A pesar de los impactos negativos que generan hacia los ecosistemas, los metales pesados
y los plésticos forman parte de nuestro presente y seguiran afectando nuestro futuro (Nuss y
Eckelman, 2014). Esto es motivo de preocupacion a nivel mundial, por lo que son necesarias

soluciones innovadoras y sostenibles que contribuyan a la reduccion de dicho impacto ambiental

(Masindi y Muedi, 2018; Plastics Europe, 2020).

1.1. Interacciones entre microorganismos y contaminantes

Una alternativa sostenible capaz de contribuir a la disminucion del impacto ambiental
generado como consecuencia de actividades antropicas es la biorremediacion. La biorremediacion
es una tecnologia innovadora y prometedora que puede ser utilizada para la eliminacion y/o
recuperacion de sustancias contaminantes presentes en el ambiente (Lynch y Moffat, 2015). Su
aplicacion consiste en emplear distintos procesos biologicos que implican el uso de

microorganismos y/o enzimas cataliticas (Anani y Adetunji, 2021; Dixit et al. 2015). En el presente
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trabajo se propone el estudio de la biorreduccion de metales pesados y el andlisis de la
biodegradacion de plasticos mediada por especies nativas de ambientes contaminados con potencial

capacidad biorremediadora.

1.2. Metales pesados

1.2.1. Definicion y caracteristicas

Los metales pesados son aquellos elementos cuya densidad es por lo menos cinco veces
mayor que la del agua (Argentina.gob.ar, 2022). Estos elementos son extraidos de yacimientos
mineros y utilizados para fabricar todo tipo de productos de uso cotidiano. Cuentan con una amplia
variedad de aplicaciones, estando presentes en mayor o menor medida en pilas y aparatos
electronicos. Asimismo, existen dispositivos y actividades comunes que pueden ser fuentes de
metales pesados como algunos termdémetros, tensidmetros, pirotecnia, combustibles fosiles, entre
otros (Argentina.gob.ar, 2022).

Los metales pesados mas comunes son el plomo (Pb), niquel (Ni), cromo (Cr), cadmio (Cd),
arsénico (As), mercurio (Hg), zinc (Zn) y cobre (Cu). Aunque estos pueden encontrarse en muy
bajas concentraciones en la naturaleza e incluso ser fundamentales para procesos biologicos de los
seres vivos (por ejemplo, el Cr, Zn y Ni, entre otros); existen otros que alin a bajas concentraciones
son altamente toxicos, incluidos el Cd, Pb y Hg, entre otros (Navarro-Aviid et al. 2007). La
exposicion prolongada de los seres humanos a estos genera graves problemas de salud, al mismo

tiempo que también compromete a la fauna y flora circundante (Masindi y Muedi, 2018).

1.2.2. Especiacion de metales pesados
Estos compuestos pueden adoptar formas fisicas y quimicas particulares, concepto
conocido como especiacion. En medio acuoso, estos pueden adquirir forma particulada o disuelta

(de Paiva Magalhaes et al. 2015):

e Forma particulada. En este caso, los elementos no suelen estar biodisponibles. Pueden
estar adsorbidos sobre sedimentos, acomplejados o incluso suspendidos en materia

organica particulada.
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e Forma disuelta. A diferencia de la forma particulada, esta promueve la
biodisponibilidad de los elementos debido a su movilidad, manteniendo una relacion

directamente proporcional al grado de toxicidad que genera.

Los principales parametros que influyen la especiacion quimica de los metales pesados son
el pH, el potencial 6xido-reduccion del sistema y la correspondiente concentracion del metal en

solucion (de Paiva Magalhaes et al. 2015):

e pH. Valores de pH alcalinos pueden promover la precipitacion de los metales,
disminuyendo su biodisponibilidad y toxicidad. Contrariamente, valores de pH acidos
determinan el grado de disociacion de los metales, provocando un aumento de la

solubilidad y toxicidad de los mismos.

e Potencial de 6xido-reduccion del sistema. En condiciones oxidantes y a valores de pH
mayores a 5,5, algunas especies metalicas como el cromo reaccionan con el agua
produciendo 6xidos e hidroxidos de baja solubilidad. Por otro lado, en condiciones
reductoras y a valores de pH menores a 7, la solubilidad de algunos metales aumenta al
promover la generacion de cationes solubles, generalmente de bajo nimero de

oxidacion.

e Concentracion del metal pesado en solucion. A mayor concentracion del metal
pesado, mas toxico es. A mayor toxicidad, menor posibilidad de crecimiento
microbiano, lo que genera una disminucién en la capacidad de especiacion quimica del

metal.

1.2.3. Contaminacion por metales pesados

La presencia de metales pesados en el ambiente puede deberse a fendmenos naturales, asi
como también a actividades de origen antropico, siendo mas contaminantes estas ultimas respecto
de las primeras. Entre las fuentes naturales que liberan metales pesados al ambiente se encuentran

las erupciones volcanicas, los incendios forestales e incluso la erosion del suelo o rocas (Masindi
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y Muedi, 2018). Por otro lado, dentro de las actividades antropogénicas se encuentran distintas
industrias, tales como la textil, la metalurgica, la papelera, la de plasticos, la farmacéutica, la

minera, la de curtiembre, la de pinturas y barnices, entre otras (Okereafor et al. 2020).

1.2.4. Estudios relacionados a la presencia de metales pesados en el ambiente

La contaminacion por metales es muy frecuente en ambientes acudticos de zonas urbano-
industriales de todo el mundo. Basilico et al. (2022) destacan que la region metropolitana de
Buenos Aires es una de las metropolis mas pobladas a nivel mundial que presenta esta problematica
en sus rios, arroyos y humedales como consecuencia del vertido de efluentes liquidos y de la
escorrentia urbana. Esta region se asienta sobre cuencas hidroldgicas, entre ellas las cuencas de los
rios Lujan, Reconquista, Matanza-Riachuelo, del Bajo Delta del Rio Parana y del Rio de la Plata.

Existen estudios que evidenciaron contaminacidon por metales pesados en estos sitios, tales como:

e La Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR, 2012) present6 un estudio en
donde se identificaron 18.630 industrias pertenecientes a la cuenca, de las cuales 1.570
fueron declaradas como agentes contaminantes y al menos el 3% de estas vierten Cr en

sus efluentes.

e Avigliano et al. (2019) analizaron la concentracion de distintos metales pesados en
agua, sedimentos y o6rganos de peces correspondientes a las areas de mayor relevancia
a nivel comercial distribuidas a lo largo de la Cuenca del Plata, siendo estas el Rio Alto
Parana, Rio Parand Medio y el Estuario del Rio de la Plata. Las concentraciones halladas
de Cu y Cr en los sedimentos de todos los sitios superaron los limites establecidos como

perjudiciales para la vida acuatica.

e Menone y de Mello (2020) destacan que en algunos tramos del Bajo Delta del Rio
Parana se han detectado altas concentraciones de metales pesados, entre ellos Cu, Cr,
Ni, Pb, Cd y As, como consecuencia del vertido de aguas residuales domésticas

parcialmente tratadas y de descargas de actividades industriales y agricolas.
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1.2.5. Cromo en el ambiente

Dentro de las principales propiedades del cromo se destacan su alto punto de fusion y su
elevada resistencia a la corrosion, a la deformacion y al desgaste/deterioro (Argentina.gob.ar,
2022). Al mismo tiempo que el cromo ingresa por descargas industriales ya sea para la fabricacion
de aleaciones, la elaboracion de vehiculos, asi como también en curtiembre de cueros, existen otras
fuentes de contaminacion por este metal, como lo es a través de los lixiviados de vertedero (Gomez
et al. 2016).

Los efectos del cromo dependen de su estado de oxidacion. En la naturaleza, el cromo se
encuentra principalmente en dos formas: su forma trivalente, Cr>*, que es relativamente inocua, y
la forma hexavalente, Cr®", considerada una especie toxica y con alta solubilidad en agua (Ramirez-
Diaz et al. 2009). El Cr®* existe en forma de anion soluble en agua, el cual puede encontrarse como
oxianién hidrocromato (HCrO*), cromato (CrOs ") o dicromato (Cr.07 %), dependiendo del pH del
medio. Por otra parte, la mayoria de los derivados del Cr*" existen en el ambiente formando
complejos estables con ligandos organicos o inorgénicos y son menos moviles en comparacion con
las formas que puede adoptar el Cr®". Para la transformacion del Cr®* a su estado inocuo se han
desarrollado diversos métodos fisicos y quimicos tales como reduccidon y precipitacion quimica,
adsorcion, intercambio i6nico, 0smosis inversa, electrodidlisis, entre otros (Rueda ef al. 2017). Sin
embargo, la mayoria de estos tratamientos son costosos y algunos presentan desventajas como la
remocion incompleta de metales, alto consumo de reactivos, alto requerimiento energético y la

generacion de residuos secundarios (Rueda et al. 2017).

1.3. Interacciones entre microorganismos y metales pesados

Como parte del metabolismo secundario, algunos microorganismos tienen la capacidad
natural de transformar o acumular una variedad de compuestos, incluidos los metales pesados (Kale
et al. 2015). En el caso particular del cromo, si bien el Cr** en el ambiente es relativamente inocuo,
en el interior de las células es altamente toxico ya que puede unirse a proteinas y al ADN. Como
fue mencionado previamente, el Cr®" en el ambiente se encuentra en forma de iones cromato o
dicromato, que tienen la capacidad de atravesar facilmente la membrana plasmatica. Para poder

crecer en ambientes con presencia de cromo, muchas bacterias presentan enzimas denominadas
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cromato reductasas, que convierten el Cr%" que ingresa a las células en Cr** (Ramirez-Diaz et al.
2009). Este ultimo es luego liberado al medio. Por lo tanto, estos microorganismos con capacidad
biorreductora de cromo tienen un potencial uso en la biorremediacion de la contaminaciéon por

cromato.

1.4. Plasticos

1.4.1. Definicion y propiedades

Los plasticos son polimeros orgéanicos sintéticos o semisintéticos derivados del petrdleo
(Andrady, 2011). La palabra polimero proviene de dos palabras griegas: poli, que significa muchos,
y meros, que significa partes o unidades (Science History Institute, 2021). De esta manera, los
polimeros son grandes moléculas formadas por unidades moleculares repetitivas conocidas como
monoémeros (Crawford y Martin, 2020). Machovsky-Capuska et al. (2019) categorizan a los
plasticos segiin su tamafio en megapléasticos (>100 mm), macroplasticos (>20-100 mm),
mesoplasticos (5-20 mm) y microplasticos (MPs) (<5 mm).

Las propiedades del plastico se pueden clasificar en dos categorias principales: fisicas y
quimicas. Las propiedades fisicas son medibles, observables y al mismo tiempo dependientes de la
estructura del plastico. Algunas de las propiedades fisicas mas importantes de estos polimeros son

(Crawford y Martin, 2020):

e Apariencia. Caracteristicas visuales como el color, el brillo, la opacidad y el

amarillamiento.
o Temperatura de fusion. Los plasticos funden a baja temperatura.

e Densidad. En general, los plasticos tienen una densidad mas alta cuando cristalizan
debido al empaquetamiento mds cercano de las moléculas en comparacion con los
plasticos amorfos (estos adoptan una estructura molecular aleatoria al cristalizar). Por

lo tanto, cuanto mas amorfa sea su estructura molecular, menor sera su densidad.

e Impermeabilidad. Impide el pasaje de liquidos.
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e Ductilidad. Indica si un material puede deformarse plasticamente sin romperse.

e Resistencia. Fuerza maxima que se le puede ejercer a un material sin que se produzca

fractura.

e Tenacidad. Es la capacidad de un material de absorber energia antes de la fractura. Un
material tenaz tiene alta ductilidad y resistencia. Los plasticos con alta tenacidad no son

biodegradables ni faciles de reciclar.

Las propiedades quimicas de los plasticos se ven afectadas debido a reacciones quimicas o
cambios en los enlaces quimicos que conforman dichos polimeros (Bonten, 2019; Crawford y

Martin, 2020):

e Degradacion. Pérdida de la estructura molecular a través de reacciones quimicas que

dan lugar a la ruptura de los enlaces primarios en el polimero.

e Solubilidad. Pérdida de la estructura molecular del polimero al ser sometido a

diferentes solventes.

Las mismas propiedades que hacen que los plasticos sean tan versatiles para los humanos
también han creado una amenaza emergente para el ambiente (Gambarini ef al. 2022; Thompson

et al. 2009).

1.4.2. Contaminacion por plasticos

Desde diciembre de 2019, el mundo se ha visto afectado por una pandemia originada por
un nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) responsable de un sindrome respiratorio severo conocido
como COVID-19 (World Health Organization, 2020). A raiz de esto, las tendencias en la
produccion de plasticos y la generacion de residuos se vieron temporalmente interrumpidas,
reanuddndose en 2021 a medida que la actividad econdmica se recuperaba (OECD, 2022). Sin
embargo, un reciente estudio de Silva ef al. (2021) plantea que la cantidad de desechos plésticos

presentes en el ambiente en los proximos afios se vera agravada por el uso y consumo excesivo de
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plésticos de un solo uso (incluidos los elementos de proteccion personal, como méscaras y guantes)
como consecuencia de la pandemia. En relacion con lo antes mencionado, Abu-Qdais et al. (2020)
sefiala que el Hospital Universitario Rey Abdullah en Jordania produjo diez veces mas desechos
médicos que la tasa de generacion durante el dia operativo normal del hospital (aproximadamente
650 kg por dia). Los efectos negativos a corto plazo son parte de los problemas ambientales
actuales, agravando su impacto en los ecosistemas naturales y comprometiendo posibles medidas

de remediacion (Silva et al. 2021).

1.4.3. Estudios relacionados a la presencia de plasticos en el ambiente

La contaminacion por plasticos es frecuente tanto en entornos terrestres como en acuaticos,
incluidos lugares urbanos, rurales y remotos (Hartmann et al. 2019). Si bien se han realizado
muchos estudios de identificacion y caracterizacion de plasticos en ambientes marinos, Pazos et al.
(2017) plantean que las investigaciones en ecosistemas de agua dulce son escasas.

Ademas de la contaminacion por metales comentada anteriormente (Basilico et al. 2022),
en la region metropolitana de Buenos Aires existe evidencia de la presencia de plasticos en las
orillas pertenecientes a las cuencas que la conforman. Algunas de las investigaciones asociadas a

esta problematica corresponden a los siguientes autores:

e Blettler et al. (2017) estimaron por primera vez la distribucion espacial, tipos y
caracteristicas de MPs hallados en sedimentos costeros en el lago Setiibal, ubicado en
la provincia de Santa Fe, uno de los lagos de llanura aluvial mas grandes del Rio Parana.
Los MPs blancos/transparentes fueron los predominantes. La fuente principal de los
plasticos hallados fue de residuos domésticos por sobre los industriales, lo cual resalta

la importancia de aplicar estrategias de sensibilizacion de los consumidores en la region.

e Mitchell er al. (2021) cuantificaron y caracterizaron los macro-, meso- y MPs hallados
en playas riberefias cercanas a la ciudad de Rosario. Esta es la ciudad mas poblada de
la costa del Bajo Delta del Rio Parand. Los resultados demostraron que las costas de la
ciudad se encuentran significativamente mas contaminadas que las costas de los

humedales.
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e Lacava et al. (2022) evaluaron la presencia de MPs en sedimento costero de playas
distribuidas a lo largo de la costa del Rio de la Plata, demostrando su incidencia en cada
uno de los sitios muestreados, correspondientes a las zonas de Puerto Madero, Quilmes
y Vicente Lopez. En funcion de los resultados obtenidos fue posible asociar la
morfologia de MP hallado a su fuente. De esta manera, los MPs de forma esférica,
conocidos como microperlas, se asociaron a efluentes domésticos e industriales
descargados directamente al rio y la presencia de MPs de aspecto similar a un hilo,

conocidos como fibras, se asociaron a actividades deportivas, como la pesca.

1.4.4. Produccion de plastico a nivel global: polipropileno en el ambiente

Gracias a sus propiedades, los plésticos poseen una amplia variedad de aplicaciones, siendo
comunmente empleados para envasado, transporte, construccidon, agricultura, articulos para el
hogar, productos electronicos y textiles (Clunies-Ross, 2019). Ademads, son practicos y
econdmicos, por lo que se han integrado facilmente en la vida diaria del ser humano (Ajith et al.
2020; Ghosh et al. 2013).

El informe publicado en febrero de 2022 sobre Perspectivas mundiales de los plasticos
(OECD, 2022) revel6 que la produccion anual de plasticos paso de 2 millones de toneladas (Mt) en
1950 a 460 Mt en 2019. De dicha cifra de produccion alcanzada en 2019, el polipropileno (PP) fue

el segundo tipo de plastico con mayor uso (Fig. 1).
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Figura 1. Categorizacion de las 460 Mt de polimeros producidas en 2019 en funcion de su uso. PET:
Polietileno Tereftalato, HDPE: Polietileno de alta densidad, PVC: Policloruro de vinilo, LDPE: Polietileno
de baja densidad, PP: Polipropileno, PS: Poliestireno. Fuente: adaptado de OECD (2022).

A pesar de su clasificacion seglin el tipo de resina por la Sociedad de la Industria de
Plasticos (SPI), polimeros de distinta categoria pueden ser empleados para una misma funcién
(Clunie-Ross, 2019). Hacia el afio 2060, se proyecta una duplicacion en el uso de polimeros para
envasado, tales como LDPE, HDPE, PET y PP, al mismo tiempo que se estima un incremento
sustancial en el uso de polimeros en la produccion de vehiculos, en especial el PP (OECD, 2022).

Por otro lado, en las ultimas décadas se registr6 una duplicacion de la generacion de
residuos, pasando de 156 Mt en 2000 a 353 Mt en 2019 (OECD, 2022). La mitad de dichos residuos
generados fue depositada en vertederos (Fig. 2). Al margen de los tratamientos convencionales, el
22% del total de residuos se gestion6 inadecuadamente, terminando en vertederos incontrolados o

siendo quemados al aire libre, lo que provoco fugas en el ambiente (OECD, 2022).
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Figura 2. Tratamiento de las 353 Mt de desechos plasticos generadas en 2019. Fuente: adaptado de OECD
(2022).

En la practica, el vertido en relleno sanitario es el método mas comun de disposicion final
de residuos; sin embargo, el plastico puede permanecer durante muchos siglos en el ambiente sin
algun tipo de transformacion, alterando la fertilidad de la tierra y causando un efecto perjudicial
para los habitantes locales (Hopewell et al. 2009; Wierckx et al. 2015).

A pesar de las recientes iniciativas politicas para gestionar la produccion de pléstico y

generacion de residuos, “el ciclo de vida de los plasticos solo es circular en un 9% (OECD, 2022).

1.5. Biodegradacion de plasticos

1.5.1. Formacion de biofilm en la superficie del pldastico

Los sitios contaminados con plasticos albergan distintas comunidades microbianas, entre
ellas, potenciales degradadoras del polimero. La etapa inicial en el proceso de biodegradacion de
plasticos es la produccion de enzimas cataliticas activas por parte de los microorganismos, lo cual
lleva a la generacion de biofilms sobre la superficie del material sintético (Anjana et al. 2020). Esta
secrecion de endoenzimas, exoenzimas y exopolisacaridos (EPS) conduce al biodeterioro y a la

biofragmentacion al desestabilizar el esqueleto carbonado del polimero. De esta manera, promueve
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su descomposicion en oligobmeros, dimeros y monomeros (Kirstein et al. 2019). Por lo tanto, la
hidrolisis de la cadena carbonada resulta en la disminucion del peso molecular del polimero y, al
mismo tiempo, exhibe propiedades mecanicas débiles, siendo mas accesible para una mayor
asimilacién microbiana como fuente de carbono y energia (Aamer et al. 2009).

A su vez, el sistema enzimatico presente dard lugar a la conversion del polimero en
intermediarios organicos como acidos, alcoholes y cetonas (Arutchelvi et al. 2008). Por ende, los
productos que se obtienen al final del proceso dependen directamente del metabolismo que los
microorganismos poseen: si presentara metabolismo aerobico, generara didxido de carbono y agua
(Starnecker y Menner, 1996) y si fuese anaerobico, dara como resultado didxido de carbono, agua

y metano (Gu et al. 2000).

1.5.2. Factores que influyen en la biodegradacion de plasticos

La biodegradabilidad del plastico no se define Uinicamente por la composicidon quimica a
nivel molecular, sino que se ve influenciada por la participacion de diversos factores que dan lugar
al fenomeno de biodegradacion. Estos factores que impulsan la degradacion del polimero son
complejos, principalmente debido a la naturaleza hidrofobica del material, su alto peso molecular
y su estructura tridimensional, que restringen la disponibilidad de interaccion con los
microorganismos (Hadad et al. 2005). Por este motivo, los factores que influyen en la

biodegradacion del pléastico pueden asociarse en tres categorias principales:

e Propiedades del polimero. Las propiedades quimicas y fisicas del plastico influyen
directamente en la biodegradabilidad de éste. Segun Kale et al. (2015), la disminucion
del peso molecular favorece la biodegradacion y, generalmente, ocurre lo mismo con la
disminucién de la temperatura de fusion. Por otro lado, el uso de aditivos, antioxidantes
y estabilizadores en la fabricacion de polimeros pueden ralentizar la velocidad de
degradacion e incluso ser toxicos para los microorganismos (Arutchelvi et al. 2008).
Factores dinamicos como la cristalinidad, orientacion y movilidad molecular, tipo de
grupos funcionales y sustituyentes afiadidos repercuten en el grado de degradabilidad

del polimero (Min et al. 2015).
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e Condiciones ambientales. Los parametros ambientales como la humedad, la
temperatura, el pH, la salinidad, la presencia o ausencia de oxigeno, la luz solar, el agua,
el estrés y las condiciones de cultivo afectan la degradacion del polimero al provocar
cambios en las propiedades fisicas y quimicas del mismo (Gu, 2003). Al mismo tiempo,
estos parametros influyen de manera crucial en la poblacion microbiana y la actividad

enzimatica (Kale ef al. 2015).

e Componentes del entorno. La capacidad de sorcion de contaminantes en los plasticos
se ve influenciada principalmente por la relacion superficie/volumen del polimero, ya
que, a medida que disminuye el tamafo de las particulas plasticas, aumenta la
posibilidad de interaccion (Liu, X. ef al. 2018; Liu, Y. et al. 2018). A su vez, la continua
exposicion a las condiciones ambientales conduce a cambios morfologicos en la
superficie de los mismos (Cai et al. 2018; Hiiffer et al. 2018). De esta manera, los
fragmentos plésticos con superficie rugosa, forma irregular y estructura porosa tendran
mayor area especifica y altas afinidades de sorcion por los contaminantes en

comparacion con particulas plasticas virgenes (Guo y Wang, 2019).

La combinacion de estos factores, junto con la polaridad de cada componente presente en
el entorno, permitiria la acumulacion de contaminantes de diferente origen, incluyendo

contaminantes inorganicos (Brennecke ef al. 2016; Hodson et al. 2017; Holmes et al. 2014).

1.6. Interacciones entre plasticos y metales pesados

Si bien los metales pesados y los plasticos suelen pertenecer a clases diferentes de
contaminantes, existen estudios que evidencian la interaccion entre si bajo el fendmeno de
adsorcion que ocurre en presencia de metales sobre la superficie del plastico (Brennecke et al.
2016; Li et al. 2018; Richard et al. 2019; Sun et al. 2019; Vedolin et al. 2018).

Segun Brennecke et al. (2016), las condiciones del entorno parecen influir mas que el tipo
de pléstico en las capacidades de sorcion de contaminantes. Por este motivo es que, a pesar de que

el plastico no posea carga inherente o porosidad significativa, los procesos abidticos a los que esté
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expuesto generaran cambios sobre la superficie del polimero. El pH es uno de los factores externos
que puede modificar los comportamientos de sorcidbn como consecuencia del cambio en la
electronegatividad de las particulas plasticas (Xu et al. 2018). Si bien en soluciones acidas la
superficie del polimero se encuentra protonada (Wang et al. 2016), en soluciones alcalinas, los MPs
pueden estar cargados negativamente, lo que conduciria a la sorcion de cationes por atraccion
electrostatica (Guo y Wang, 2019). Este proceso de sorcion puede involucrar tres etapas: primero,
la difusion de metales en los biofilms alrededor de los MPs, segundo, la difusion de metales dentro
del poro en los MPs y tercero, la adsorcion en los sitios activos (Guo y Wang, 2019). De esta
manera, el polimero serd capaz de adoptar una carga que permita la adsorcion de iones metélicos
en su superficie. Puede suceder lo mismo al suspender plasticos virgenes en aguas naturales, ya
que pueden adquirir una superficie con carga neta negativa al pH del agua de rio y mar, siendo
posible la rapida adsorcion de materia organica y, como consecuencia, la adsorcion de metales
(Holmes et al. 2014).

El hecho de que los plésticos y MPs puedan actuar como transportadores de metales pesados
permite el disefio de estrategias de remocion de estos compuestos inorganicos del ambiente
(Rozman et al. 2020). Un ejemplo de estrategia consiste en aprovechar la capacidad de los
microorganismos de generar biofilms sobre la superficie de los polimeros, asi la comunidad
microbiana que crece formando dicha matriz de EPS puede ser empleada como “biosorbente” de

metales (Richard et al. 2019).
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2. Hipotesis de trabajo

El presente trabajo se vincula con tres proyectos llevados a cabo en el Instituto de

Tecnologia (INTEC) de la Universidad Argentina de la Empresa:

e Actividad de Ciencia y Tecnologia Doctoral D20T02 (2020-2025) titulada “Estrategias
para la fitorremediacion de residuos de farmacos veterinarios empleados en sistemas

ganaderos del Bajo Delta e Islas del Rio Parana Sur”.

e Proyecto de Investigacion y Desarrollo A19T06 (2019-2020) titulado “Evaluacion de la

presencia de micropldsticos en playas arenosas de Lima y Buenos Aires”.

e Proyecto de Investigacion y Desarrollo P21TO08 (2021-2023) titulado “Biorremediacion de
contaminantes emergentes: aislamiento y caracterizacion de microorganismos con

potencial uso biotecnologico”.

Por lo tanto, para el desarrollo del trabajo se obtuvieron muestras de sedimento de la region
del Bajo Delta e Islas del Parana Sur y de distintos sitios distribuidos a lo largo de la cuenca del
Rio de la Plata, respectivamente. En funcion de informacidon expuesta en la introduccion

relacionada a la contaminacion por plésticos y metales pesados, las hipotesis que se plantean son:

e Existen bacterias nativas del Bajo Delta e Islas del Parand Sur y/o del Rio de la Plata con

capacidad de biodegradar polipropileno.
e Las bacterias son capaces de crecer en presencia de Cr®" y/o reducirlo a Cr**.

e En cultivos bacterianos en presencia de los dos contaminantes ocurre la biodegradacion de

polipropileno y/o la biorreduccién de Cr®".
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de degradacion de polipropileno en presencia de cromo mediada

por bacterias aisladas de muestras ambientales que evidenciaron la presencia de ambos

contaminantes.

3.2. Objetivos especificos

1.

Aislar bacterias de ambientes contaminados con plasticos y cromo y analizar su capacidad
de formacioén de biofilm.

Analizar la degradacion de polipropileno en sistemas batch con las mejores 5 bacterias
formadoras de biofilm.

Evaluar el crecimiento de las bacterias seleccionadas en el objetivo especifico 2 en
presencia de cromo.

Evaluar en sistemas batch con ambos contaminantes los procesos de degradacion de
polipropileno y detoxificacion de cromo mediados por las bacterias seleccionadas del

objetivo especifico 3.
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4. Metodologia

4.1. Busqueda de particulas plasticas en muestras ambientales

Las muestras de sedimento costero recolectadas en el marco del proyecto A19T06 (ver 2.
Hipotesis de trabajo) evidenciaron la presencia de particulas plasticas (Lacava et al. 2022). Los
criterios de identificacion de dichas particulas fueron tomados del estudio propuesto por Ng y
Obbard (2006). Del mismo modo, se propuso confirmar la presencia de fragmentos plasticos en las
muestras de sedimento recolectadas en el marco del proyecto D20T02 mediante técnicas de

separacion fisica por densidad (ver 2. Hipotesis de trabajo).

4.2. Aislamiento y caracterizacion metabolica de microorganismos

4.2.1. Enriquecimiento de muestras ambientales y aislamiento de microorganismos

De las muestras recolectadas pertenecientes a ambos proyectos, A19T06 y D20T02, se
colocaron 2 g en un erlenmeyer con 100 mL de medio de cultivo LB (NaCl 5 g/L, Extracto de
levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L) (Sambrook et al. 1989). La incubacion de las muestras a 30°C a
200 rpm por 24 horas permitio el crecimiento de la microbiota propia de cada sitio de muestreo.

Una vez crecidos los cultivos, se colocd 1 mL de cada uno en tubos de ensayo con 9 mL de
agua peptonada (NaCl 8,5 g/L, Peptona 1 g/L) y se realizaron diluciones seriadas. A partir de las
diluciones 10, 10 y 1077, se distribuyeron 100 pL con espétula de Drigalsky sobre placas de Petri
con medio LB agarizado (LB con el agregado de 15 g/L de agar). Las placas se incubaron a 30°C
por 48 horas.

Tras la incubacion, las colonias visualmente distintas fueron repicadas en medio de cultivo
LB agarizado con el objeto de aislar las cepas. Las placas se colocaron en estufa a 30°C por 48

horas.
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4.2.2. Agrupacion de aislamientos segun su morfologia y caracteristicas metabdlicas
A partir de las colonias aisladas de las muestras ambientales, se determin6 la composicion
de la pared celular bacteriana mediante la prueba de tincion de Gram. El procedimiento a seguir
consistid en tres etapas: preparacion de los extendidos, tincion y observacion al microscopio
(Moyes et al. 2009). Luego, al grupo de bacterias Gram negativas se le realiz6 una serie de pruebas
bioquimicas que permitieron la clasificacion de los aislamientos de acuerdo a sus caracteristicas

metabolicas (Fig. 3).

Bacteria Bacteria o .
. Bacteria lisina desaminasa
Gram positiva fermentadora . .
> y decarboxilasa negativa
Tincis de glucosa,
5 IUCIGIE lactosaylo ™ A ~> o
e Gram 4
~> Bacteria -3 Prueba sacarosa ShLzE > Bacteria lisina Prueba
Gram negativa en agar enLIA decarboxilasa positiva =7 de IMViC
TSI Bacteria no

fermentadora
de aziucares

Bacteria lisina
desaminasa positiva

Figura 3. Orden de pruebas realizadas para la caracterizacion de los aislamientos obtenidos.

e Prueba en agar TSI. Pone en evidencia la fermentacion de los hidratos de carbono,
glucosa, lactosa y/o sacarosa y la produccion de acido sulthidrico (H2S). En la Tabla I

se describen los resultados posibles para esta prueba.

TABLA 1. Interpretacion de los cambios de coloracion en el medio de cultivo agar TSI post

incubacion.
Superficie / profundidad Interpretacion
Roja / amarilla Bacteria fermenta glucosa
Amarilla / amarilla Bacteria fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa
Roja / roja o anaranjada Bacteria no fermenta azlicares
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e Prueba en LIA. Pone en evidencia la presencia o ausencia de enzimas que conducen a
la decarboxilacion y/o desaminacion de la lisina y la produccion de H»S. La Tabla 11

describe la interpretacion de cada resultado posible.

TABLA 1. Interpretacion de los cambios de coloracion en el medio de cultivo LIA post

incubacion.
Superficie / profundidad Interpretacion
Rojiza / amarilla o rojiza (*) Presencia de enzima lisina desaminasa
Violeta / violeta Presencia de enzima lisina decarboxilasa
Violeta o amarilla / amarilla Ausencia de ambas enzimas

(*) Resultado caracteristico del género Proteus, Providencia y algunas especies de Morganella spp.

Tanto en la prueba de Agar TSI como en la de LIA, la presencia de burbujas o
ruptura del medio de cultivo indica que la bacteria genera gas y el ennegrecimiento del

medio de cultivo indica la produccion de sulfuro de hierro.

e Prueba de IMViC. Se compone de cuatro pruebas bioquimicas que permiten la
diferenciacion entre Enterobacterias: Prueba de indol, Prueba de rojo de metilo, Prueba
de Voges-Proskauer y Prueba del citrato. De esta manera, IMViC pone en evidencia la
presencia o ausencia de determinadas enzimas y las caracteristicas metabodlicas propias
de cada bacteria analizada. En la Tabla III las pruebas se ubican en el orden de

inoculacion, acompafiada de una breve descripcion general de cada una.
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TABLA I11. Descripcion general de las pruebas que componen la prueba de IMViC.

Nombre de Pone en Medio de Reactivo para el .
. . . revelado de Resultados posibles
la prueba evidencia cultivo
resultados
Presencia de la Agua Dimetil- amino | (*) Anillo rojo cereza
Indol enzima peptonada benzaldehido
triptofanasa al 1% p/v (Kovacs) (-) Anillo amarillo
(+) Rojo
Rojo de Fermentacion MR-VP Rojo de metilo
metilo acido- mixta (indicador de pH)
(-) Amarillo
Voges Fermentacion Alfa- naftol 5% + | () Rojo-rosado
ges- butilen- MR-VP hidroxido de
Proskauer licoli i0 40%
glicolica potasio () (-) Amarillo
. (+) Azul
‘ Presenc.la de la Citrato de
Citrato enzima . -
. Simmons
citratasa (-) Verde

En todas las pruebas se colocaron 3 mL de medio de cultivo en tubos de ensayo de vidrio.
Una vez fraccionados, los tubos de ensayo se autoclavaron a 121°C por 15 minutos. Finalizado el
ciclo de esterilizacion, los medios de cultivo agarizados se dejaron solidificar colocando el tubo
con una inclinacion que permitiera la formacion de un pico de flauta profundo.

La inoculacion de los medios de cultivo difiri6 segun la prueba a evaluar. En el caso de las
pruebas sobre Agar TSIy LIA, la colonia aislada crecida en LB agarizado se tom6 con un ansa de
aguja y se perfor6 el agar para luego extender el indculo sobre la superficie del pico formado. Los
tubos se colocaron a 37°C por 24 horas. Por otro lado, con un ansa de inoculacién se tomo una
colonia aislada crecida en LB agarizado y se realizé la prueba de IMViC. Los cuatro tubos por
aislamiento se colocaron a 37°C durante 48 horas.

En el Anexo A se describe la composicion de cada uno de los medios de cultivo utilizados

junto con la explicacion de los resultados posibles a obtener en la prueba de IMViC.
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4.3. Evaluacion de la formacion de biofilm de las bacterias aisladas

Para determinar la capacidad de los aislamientos de formar biofilm, el ensayo se dividio en
3 etapas, tomando como base los estudios realizados por O’Toole (2011) y Weiss-Muszkat et al.

(2010):

e Crecimiento de las bacterias. A partir de las colonias aisladas en LB agarizado, se
realizaron repiques en 15 mL de medio de cultivo LB. La incubacion de los indculos se
realiz6 en agitacion a 200 rpm a 30°C por 24 horas.

Tras la incubacidn, se centrifugaron los cultivos a 4000 rpm por 10 minutos. Luego, el pellet
obtenido se lavo y resuspendio6 en agua destilada estéril. La medicion de la densidad optica
(DO) del resuspendido se evalué a 560 nm. El valor registrado se utiliz6 para calcular el
volumen correspondiente de inoculo para el inicio del ensayo con una DO cercana a 0,2 en
un volumen final de 5 mL de medio de cultivo LB sin NaCl.

Se tomaron 200 uL de cada cultivo con DO estandarizada y se colocaron en placa de
polipropileno estéril de 96 pocillos (n=15). La placa se incub6 a 30°C y sin agitacion durante
48 horas.

El control positivo utilizado fue Bacillus subtilis debido a su conocida capacidad de formar
biofilm (Ma et al. 2017) y el control negativo fue medio de cultivo LB sin NaCl, sin

inocular.

e Tincion del biofilm generado. Tras la incubacion, se procedid con la remocion del
contenido de cada pocillo. Para retirar las células que no se encontraron adheridas al biofilm,
se realiz6 un lavado suave con agua destilada, teniendo cuidado de no afectar con el mismo
a las células adheridas a las paredes y/o al fondo del pocillo. Luego, se colocaron 250 uL
de una solucién de Cristal Violeta (CV) al 0,1% p/v y se dejo actuar durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua destilada y se

dej6 secar la placa durante 1 hora.
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e Cuantificacion del biofilm generado. Esta etapa consistio en colocar 250 uL de etanol en
cada pocillo y dejar que actie por 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se

registro la DO de cada pocillo utilizando una longitud de onda de 595 nm.

Los criterios propuestos por Stepanovi¢ et al. (2007) permitieron estandarizar la evaluacion
de la capacidad de formacion de biofilm de las bacterias seleccionadas. De esta manera, a partir del
promedio de la absorbancia de los pocillos que corresponden al control negativo, sumado 3 veces
el desvio estandar de dichos datos control, se establecid un valor de referencia: DOc.

Si bien Stepanovic et al. (2007) propusieron 4 categorias, se decidi6 ajustar el rango de cada
una e incluir una quinta denominada “muy fuerte”. Esto permiti6 distinguir a los valores de DO de
las bacterias que presentaron en promedio una DO hasta 8 veces mayor que la DOc. En funcion de
los valores obtenidos, fue posible clasificar a los aislamientos seleccionados en el ensayo anterior
(4.2. Aislamiento y caracterizacion metabdlica de microorganismos) en una de las categorias

descritas en la Tabla IV.

TABLA 1V. Categorias de formacion de biofilm, adaptado de Stepanovié et al. (2007).

Categorias de formacion de biofilm Rango de valores
No formador de biofilm X <DOc¢
Pobre formador de biofilm DOc < X <2*DOc¢
Moderado formador de biofilm 2*DOc < X <4*DOc
Fuerte formador de biofilm 4*DO0c < X < 8*DOc¢
Muy fuerte formador de biofilm X >8*DOc
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4.4. Cultivo de bacterias en presencia de polipropileno como unica fuente de carbono

y energia

La adaptacion gradual del crecimiento bacteriano en presencia de polipropileno (PP) como

unica fuente de carbono y energia (FCE) se realiz6 en 4 etapas:

e Etapa 1: Generacion de inéculos en medio de cultivo LB. A partir de las colonias aisladas
en medio de cultivo LB agarizado, se realizaron repiques en 15 mL de medio de cultivo LB
liquido. La incubacion de los indculos se realizod en agitacion a 200 rpm a 30°C por 24

horas.

e FEtapa 2: Cultivo de bacterias en medio de cultivo M9 adicionado con glucosa. Tras la
incubacion, se centrifugaron los cultivos a 4000 rpm por 10 minutos. Luego, el pellet de
bacterias obtenido se lavo y resuspendi6 en agua destilada estéril. Se colocaron 2 mL en 15
mL de medio de cultivo M9 (Na,HPO4 2H>0 7,52 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0.5 g/L, NH4Cl
0.5 g/L, MgS04.7H20 IM 0,3 mL/L, CaCl2.2H20 1M 1 mL/L) con 4 g/L de glucosa. La
incubacion de los cultivos se realizo en agitacion a 200 rpm a 30°C por 24 horas.

Luego, se realiz6 el procedimiento previamente descrito, colocando 2 mL del resuspendido
en 15 mL de medio de cultivo M9 con 2 g/L de glucosa. La incubacion de los cultivos se

realizo en agitacion a 200 rpm a 30°C por 24 horas.

e Etapa 3: Cultivo de bacterias en sistemas compuestos por M9 y 0,5 g de pellet de PP.
Tras la incubacion, se centrifugaron los cultivos a 4000 rpm por 10 minutos. Luego, el pellet
de bacterias obtenido se lavo y resuspendid en agua destilada estéril.

La medida de DO del resuspendido se utilizo para calcular el volumen correspondiente de
indculo para el inicio del ensayo con una DO cercana a 0,1 en un volumen final de 50 mL
de medio de cultivo M9 sin adicional de glucosa.

Previo al armado de los sistemas, el pellet de PP se expuso a luz UV por 2 horas con el fin
de esterilizar la superficie del mismo (Fig. 4). Esta etapa se tom6 como tiempo inicial del

ensayo de degradacion de PP.
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Pellet de PP Secado en estufa a Pesaje en balanza Exposicidon a luz
industrial 60°C durante 5 dias analitica UV por 2 horas

Figura 4. Acondicionamiento del pellet de PP previo al armado de los sistemas.

e Etapa 4: Evaluacion del crecimiento de las bacterias en presencia de PP como unica
FCE. Luego de inocular los sistemas con medio M9 y PP, los mismos se colocaron en
agitacion a 160 rpm a temperatura ambiente y fueron monitoreados durante 40 dias (n = 6).
El control positivo usado en este ensayo fue B. subtilis, bacteria previamente reportada
como degradadora de PP (Aravinthan ez al. 2016; Arkatkar et al. 2010). El medio de cultivo

MO con 0,5 g de pellet de PP sin inocular fue utilizado como control negativo.

Los parametros evaluados en los cultivos a tiempo inicial y cada 10 dias fueron:
- DO medida a 560 nm

- Recuento bacteriano en placa

Los parametros registrados en relacion con el pellet de PP fueron:

- Medida de peso seco del PP a tiempo inicial y final del ensayo (40 dias). El secado
del pellet consistio en colocarlo en estufa a 60°C por 5 dias y registrar su peso en
balanza analitica.

- Andlisis de la superficie del PP por microscopia electronica de barrido (SEM) a
tiempo final, llevada a cabo en el Centro de Tecnologia de Recursos Minerales y
Ceramica (CETMIC - CONICET - UNLP, La Plata, Buenos Aires). Las muestras
de PP fueron recubiertas por pulverizacion catddica con una capa de plata bajo

atmosfera cercana a 7,75 x 1072 torr en el equipo Denton Vacuum, para
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posteriormente ser visualizadas mediante la utilizacion de un microscopio

electronico de barrido JEOL (Fig. 5).

Metalizadora Microscopio electrénico
Denton Vacuum de barrido JEOL
| Deposicion Muestra
metdlica metalizada

Figura 5. Metalizado de las muestras de PP para su posterior andlisis por SEM.

Las medidas de peso seco obtenidas a tiempo inicial y final permitieron calcular el

porcentaje de pérdida de peso del PP a partir de la Ecuacion (1) (Auta et al. 2018).

Peso inicial del polimero — Peso final del polimero

Pérdida de peso (%) =

x 100 (1)

Peso inicial del polimero

Ademas, se determinaron dos parametros: la constante de velocidad de reduccion (K) del
pellet de PP a partir del modelo cinético de primer orden de la Ecuacion (2) y la potencial vida

media del plastico (t 1,2) expresada en dias en la Ecuacion (3) (Auta et al. 2018).

K= — 1 ( Peso final del polimero ) (2)
- tiempo (dias) Peso inicial del polimero
In (2
t1/2="2 3)
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4.5. Cultivo de bacterias en presencia de cromo

4.5.1. Ensayo de crecimiento bacteriano a distintas concentraciones de Cr %*

El ensayo consistid en evaluar el crecimiento de las bacterias en medio de cultivo LB con
0 ppm (control), 1 ppm, 3 ppm y 5 ppm de Cr®" (n = 3). Cada condicion se prepard a partir de una
solucion madre de 1000 ppm de Cr®" elaborada a base de sal de dicromato de potasio (K2Cr.07).

Los in6culos se realizaron en medio de cultivo LB liquido, del mismo modo que en el
ensayo 4.3. Evaluacion de la formacion de biofilm de las bacterias aisladas. El volumen necesario
de cada in6culo fue afiadido para estandarizar la DO a 0,1 en 15 mL finales de medio de cultivo
LB. Los cultivos se colocaron en agitacion a 200 rpm a 30°C durante 24 horas. El pardmetro

registrado fue la medida de DO a 560 nm a tiempo inicial y final.

4.5.2. Evaluacion de la detoxificacion biolégica de Cr **

Para la determinacion de la conversion de Cr®" a Cr** se realizaron cultivos batch en
erlenmeyers de los microorganismos a analizar. Los indculos de estos 3 microorganismos fueron
llevados a cabo como fue mencionado anteriormente (4.3. Evaluacion de la formacion de biofilm
de las bacterias aisladas). Los sistemas fueron disefiados con 5 ppm de cromo en 80 mL de medio
de cultivo LB liquido. Previo a la inoculacion de los medios de cultivo, se realizaron las mediciones
de cromo a tiempo inicial. De cada sistema se tomaron 10 mL para realizar la mediciéon de Cr®" en
solucion, sobre la base del procedimiento descrito por Sierra y Garcia (2013). Por otro lado, se
tomaron 20 mL para medir la concentracion de cromo total presente en los sistemas mediante
espectroscopia de llama (Perkin Elmer AAnalyst 100).

Los 50 mL de medio de cultivo LB con 5 ppm de cromo remanentes luego de tomar la
muestra inicial, fueron inoculados de manera tal que iniciaran con una DO de 0,1. Los cultivos se
colocaron a 200 rpm a 30°C por 48 horas. Tras la incubacion, se centrifugaron los cultivos y se
tomaron 10 mL y 20 mL de sobrenadante para realizar las mediciones de Cr®" y cromo total

respectivamente.
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Mediciéon de Cr®* en solucion. Se prepard una solucion de difenilcarbazida (DPC) al 0,5%

m/v segun la relaciéon 5 mg DPC/1 mL acetona y una solucion de dcido sulfrico (H2SO4) al 50%
v/v.

En tubos falcon de 15 mL se coloco la fraccion de 10 mL de medio de cultivo LB con 5
ppm de cromo y se le afiadieron:

1. 100 pL de la solucion de H2SO4 y luego se agité el tubo.

2. 200 pL de la solucién de DPC, se homogenizo6 y dejo reposar de 5 a 10 minutos
(desarrollo de color en presencia de Cr®").

Finalmente, la DO fue medida a una longitud de onda de 540 nm. Por otro lado, se
prepararon soluciones patrén de Cr®* con concentraciones 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm y 8 ppm

(volumen final: 10 mL de medio de cultivo LB) para generar la curva de calibracion (Fig. 6). Asi

fue posible vincular la absorbancia medida a 540 nm con la concentracion del metal en ppm
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Figura 6. Soluciones patroén de Cr®"
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Izquierda: soluciones patron antes del agregado de las soluciones de
H>80,y DFC. Derecha: soluciones patron luego del agregado de las soluciones

La preparacion de un blanco de reactivos fue necesaria para corregir la absorbancia de cada

sistema. En este caso, a 10 mL de medio de cultivo LB (sin cromo) se le afiadieron los reactivos

Pégina 34 de 75



CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE AMBIENTES
CONTAMINADOS PARA SU APLICACION EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION
Denaro, Maria Azul

del mismo modo que al resto de las soluciones previamente medidas y se registré la absorbancia.

La absorbancia (Abs) final de la muestra se calcul6 segun la Ecuacion (4).

Abs final = Abs medida — Abs blanco (4)

En funcién de los datos obtenidos, se determiné el porcentaje de remocion del metal por
parte de las bacterias, la velocidad de remocién de Cr®* y la constante de velocidad K mediante las

Ecuaciones (5), (6) y (7), respectivamente.

ppm Cr VIinicial — ppm Cr VI final

Remocion de Cr VI (%) = x 100 (5)

ppm Cr VI inicial

ppm Cr VI final — ppm Cr VI inicial

Velocidad de remocion de Cr VI (ppm/h) = (6)

tiempo (hs)

m Cr VI final 1
K=—ln(pp )x_ (7
ppm Cr VI inicial tiempo (hs)

Medicion de cromo total en solucion. En este caso, la medicion fue realizada por
espectroscopia de llama a tiempo inicial. En matraces aforados de 25 mL se coloco la fraccion de
20 mL de medio de cultivo LB con 5 ppm de cromo y se le afiadieron 5 mL de HNO3 0,5 M. Se
elabord una curva de calibracion con soluciones patréon de Cr®" que permitiera calcular la
concentracion del metal presente en las muestras. Dichas soluciones fueron preparadas con 1 ppm,
2 ppm, 4 ppm, 6 ppm y 8 ppm de Cr®" y se llevé a un volumen final de 25 mL con la solucién de
HNOs3 0,5 M. El programa utilizado fue A4 WinLab Analist. A partir de la curva de calibracion
realizada fue posible determinar la concentracion del metal en las muestras. El calculo para registrar

la concentracion real de las muestras se indica en la Ecuacion (8).

25 mL x concentraciéon medida por el equipo
20 mL

Concentraciénreal Cr VI =

(®)
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4.6. Cultivo de bacterias en presencia de polipropileno y cromo

Para el anélisis de la interaccion entre las bacterias seleccionadas, el PP y el Cr, se procedio
de igual forma que en el ensayo descrito en el apartado 4.4 Cultivo de bacterias en presencia de
polipropileno como unica fuente de carbono y energia. En este caso, a cada sistema compuesto por
medio de cultivo M9 y 0,5 g de pellet de PP, se le afiadieron 5 ppm de Cr®" (n = 6). La DO inicial
de los cultivos se estandariz6 a 0,1 en 50 mL finales de medio de cultivo M9. El control negativo
realizado consisti6 en sistemas con medio de cultivo M9, 0,5 g de pellet de PP y 5 ppm de Cr®", sin

inocular. Tanto a tiempo inicial como a tiempo final (40 dias) se registro:

- Recuento bacteriano en placa.
- Concentracion de Cr®* por colorimetria (Sierra y Garcia, 2013).

- Peso seco del pellet de PP.

Con los datos obtenidos se pudo analizar si los microorganismos en estudio tuvieron la
capacidad de crecer en presencia de los dos contaminantes, si pudieron degradar PP en presencia

de cromo, asi como si pudieron o no reducir el Cr®" bajo las condiciones ensayadas.

4.7. Identificacion de los microorganismos mediante secuenciacion parcial del gen

rRNA 16S

Los 3 microorganismos analizados en los ultimos ensayos se repicaron en placas de Petri
con medio LB agarizado. Las placas fueron enviadas a la empresa Macrogen (Setl, Corea del Sur)
para realizar el servicio de identificacion, que consta de la extraccion de ADN de los
microorganismos, la amplificacion mediante PCR del gen del rRNA 16S con los primers
universales 785F (5'- GGA TTA GAT ACC CTG GTA-3")y907R (5'- CCG TCA ATT CMT TTR
AGT TT- 3'), y la posterior secuenciacion de los amplicones obtenidos. La obtencion de las
secuencias parciales del gen del rRNA 16S permiti6 identificar a los microorganismos mediante la
comparacion de secuencias homologas utilizando la base de datos BLASTn del National Center

for Biotechnology Information (NCBI, 1988).
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4.8. Analisis estadistico

Las medidas registradas a tiempo inicial y final correspondientes al peso seco del pellet de
PP y a la concentracion de Cr®", fueron analizadas mediante la prueba de Wilcoxon para muestras
apareadas. Estas medidas fueron expresadas como porcentaje promedio de pérdida de peso +
desviacion estandar (DE) y como porcentaje de remocion de Cr®" + DE, respectivamente. Por otro
lado, las diferencias en el A DO entre las distintas concentraciones de Cr®" evaluadas en el ensayo
4.5. Cultivo de microorganismos en presencia de cromo fueron analizadas mediante ANOVA
seguido de la Prueba de Comparacion Multiple de Tukey.

Cada serie de experimentos se realizd por triplicado o quintuplicado dependiendo del
ensayo. Los experimentos se repitieron por separado para garantizar la reproducibilidad.

Los resultados obtenidos se consideraron estadisticamente significativos si pvalor < 0,05.

Todos los andlisis estadisticos fueron efectuados utilizando el software estadistico Infostat

version 2019, FCE, Universidad Nacional de Cordoba.
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5. Resultados y discusiones

5.1. Bisqueda de particulas plasticas en muestras ambientales

Con el objeto de corroborar la contaminacidn por plasticos en las muestras pertenecientes
a la Actividad de Ciencia y Tecnologia Doctoral D20T02 (ver 2. Hipodtesis de trabajo), se
determind cualitativamente la presencia de particulas plasticas. La visualizacion de los papeles de

filtro fue realizada en lupa con un aumento de 6.5X (Fig. 7).

Figura 7. Identificacion de particulas plasticas mediante visualizacion con lupa. (a) Fibra plastica color

blanco, (b) Perla plastica color verde claro, (c) Lamina plastica.

5.2. Aislamiento de microorganismos de muestras ambientales

A partir del enriquecimiento de las muestras ambientales seleccionadas, se aislaron 73
microorganismos. La asignacion de nombres a los aislamientos varié dependiendo de su muestra
origen:

e Muestras de sedimento del Bajo Delta e Islas del Parana Sur. Los aislamientos fueron
nombrados en orden creciente de numeros. Algunos cuentan con una letra “a”, “b” o “c” en
el caso de que se haya observado mas de una morfologia en el repique.

e Muestras de sedimento del Rio de la Plata. Los aislamientos fueron nombrados con las
iniciales de cada sitio de muestreo, siendo “PM” para Puerto Madero, “Q” para Quilmes y

“VL” para Vicente Lopez; acompaiiado de un niimero que distinguiera los aislamientos

dentro de un mismo sitio.

Pégina 38 de 75



CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE AMBIENTES
CONTAMINADOS PARA SU APLICACION EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION

Denaro, Maria Azul

5.3. Caracterizacion de los microorganismos aislados

Los resultados de la tincion de Gram determinaron que el 14 % eran bacterias Gram
positivas y el 86% restante, Gram negativas. A estas ultimas, se les realizaron pruebas bioquimicas
en diferentes medios de cultivo para agrupar a los aislamientos en funcidén de sus semejanzas a
nivel metabolico. Los resultados posibles para cada prueba se fueron descritos en el apartado 4.2.2.
Agrupacion de aislamientos segun su morfologia y caracteristicas metabolicas y se pueden

observar en la Fig. 8.
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Figura 8. Resultados posibles de cada prueba bioquimica analizada. (a) Agar TSI, (b) LIA y (c) Prueba de

IMViC: Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer, Citrato.

En el Anexo B se encuentran agrupados los aislamientos en funcion de los resultados
obtenidos de las pruebas analizadas. El nimero de aislamientos se redujo de 73 a 51 al descartar a
11 microorganismos pertenecientes a una misma muestra que demostraron resultados iguales en
las seis pruebas bioquimicas y a 11 bacterias que presentaron enzima lisina desaminasa positiva.
Este ultimo resultado es caracteristico de cepas del género Proteus, Providencia y algunas de
Morganella spp. Estudios reportan que estos géneros son capaces de provocar infecciones
respiratorias, gastrointestinales o urinarias en el ser humano (Armbruster et al. 2018; Liu ef al.
2016; Shah et al. 2019). Teniendo esto en cuenta, su uso en los ensayos posteriores fue
discontinuado. Por lo tanto, del total de aislamientos obtenidos, 51 microorganismos fueron

seleccionados para analizar su capacidad formadora de biofilm.
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5.4. Evaluacion de la formacion de biofilm de los microorganismos seleccionados

En la Fig. 9 se puede observar el paso previo a la cuantificacion del biofilm generado. En
esta etapa se colocd etanol en cada uno de los pocillos que fueron inoculados con microorganismo.
De esta manera, se consigui6 eluir el biofilm tefiido con cristal violeta que se encontraba adherido

a la superficie de la placa para medir su absorbancia.

Figura 9. Cuantificacion de biofilm mediante la técnica de tincion con Cristal Violeta. (a) Fila con medio
de cultivo sin inocular (control negativo) (b) 11 aislamientos analizados por quintuplicado junto con B.

subtilis (control positivo). (c) Visualizacion de la formacion de biofilm.

Los mejores 5 aislamientos pertenecientes a la categoria formadora de biofilm “muy fuerte”
fueron seleccionadas para continuar con los ensayos: 34B, PM7, VLS5, Q2 y PM6. Los datos

obtenidos para estos aislamientos se observan en la Tabla V.
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TABLA V. Valores de DO medidos a 595 nm. Izquierda: Valores utilizados como criterio de categorizacion

de la capacidad formadora de biofilm. Derecha: DO promedio y su desviacion estandar (DE)

correspondiente a los mejores 5 aislamientos con mayor capacidad formadora de biofilm.

Categoria Referencias segiin DOc¢ Bacteria DO promedio + DE
No formador X <0,242 34B 2,299 + 0,120
Pobre 0,242 <X <0,484 PM7 2,257 £ 0,089
Moderado 0,484 <X <0,969 Q2 2,078 £ 0,216
Fuerte 0,969 <X <1,938 VL5 2,269 + 0,471
Muy fuerte X>1,938 PM6 2,249 + 0,122

A estas 5 bacterias se les evaluo su crecimiento en presencia de polipropileno (PP) como

unica fuente de carbono y energia (FCE) y en un ensayo independiente, su crecimiento en presencia

de cromo.

5.5. Cultivo de bacterias en presencia de polipropileno

5.5.1. Crecimiento bacteriano en presencia de polipropileno

El registro del recuento bacteriano a tiempo inicial y cada diez dias demostrd el

comportamiento de cada bacteria a lo largo del periodo estudiado utilizando PP como tinica FCE

(Fig. 10).

A excepcion de 34B, cuyo recuento disminuyd drasticamente en el tiempo, todas las

bacterias analizadas mantuvieron un valor relativamente estable de recuento de viables durante los

40 dias que durd el ensayo. Este valor a tiempo final present6 variaciones en promedio entre 1 y 2

ordenes de magnitud con respecto al valor inicial. Al ser el PP el tnico componente capaz de ser

metabolizado por las bacterias, la asimilacion como FCE es mas compleja en comparacion con los

cultivos microbianos disefiados con una FCE accesible y facilmente metabolizable, como por

ejemplo, glucosa.

Pégina 41 de 75



CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE AMBIENTES
CONTAMINADOS PARA SU APLICACION EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION

Denaro, Maria Azul

= B. subtilis PM6 == PM7 = VL5 = 34B == Q2
10

Log (UFC/mL)

0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

Figura 10. Recuento de las mejores 5 bacterias con capacidad formadora de biofilm “muy fuerte” y del

control positivo B. subtilis creciendo en sistemas con PP como unica FCE.

Por otro lado, los valores de DO de todos los cultivos no presentaron cambios en los
distintos tiempos analizados. Esto pudo deberse a que estos microorganismos cuentan con una
elevada capacidad de crecer formando biofilm. La superficie potencialmente colonizable por las
bacterias analizadas es el pellet de PP colocado en los sistemas. De esta manera, dado que el registro
de la DO del cultivo es a partir de la medida obtenida en solucion, el hecho de estar potencialmente

asociados al material polimérico podria justificar la falta de variacion de DO observada.

5.5.2. Analisis cuantitativo de los cambios en el polipropileno

El registro del peso seco del PP a tiempo inicial y final permitié determinar los pardmetros
de degradacion a partir de las Ecuaciones (1), (2) y (3) descritas en el apartado 4.4. Cultivo de
bacterias en presencia de polipropileno como unica fuente de carbono y energia. Los resultados

obtenidos se pueden observar en la Tabla VI.
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TABLA VI. Parametros de degradacion de polipropileno de cada microorganismo en estudio y de los

controles positivo (B. subtilis) y negativo (sin inocular).

Degradacion de PP
. g Tiempo medio de
(1)
Sistema Pérdida de peso (%) K degradacién total (dias)
B. subtilis 1,121 + 0,870 2.83E-04 4082
PM6 2,015 + 1,000 5.10E-04 1814
PM7 1,684 + 0,816 4.25E-04 2272
Q2 0,538 + 0,222 1.35E-04 7151
VL5 0,080 + 0,040 1.99E-05 42510
Control sin 0,013 + 0,023 3.33E-06 69329
inocular

Los sistemas inoculados con PM6 presentaron una disminucion significativa en el peso seco
del pellet de PP a tiempo final respecto de la medida a tiempo inicial. Si bien PM7 no presento
diferencias significativas en las medidas registradas a cada tiempo, demostré un porcentaje de
pérdida de peso relativamente cercano a PM6. Por el contrario, VLS presentd un porcentaje de
pérdida de peso del PP cercano al obtenido en los sistemas control sin inocular. Los sistemas
inoculados con Q2 presentaron un porcentaje promedio de pérdida de peso de PP menor a PM6 y
PM7 y mayor a VLS. Por otro lado, los sistemas inoculados con B. subtilis demostraron un valor
cercano al obtenido en los sistemas inoculados con PM6 y PM7. Cabe destacar que los valores
obtenidos para estas ultimas 2 bacterias superaron los resultados obtenidos para dicho control
positivo. Con excepcion a los sistemas inoculados con VL5, los microorganismos analizados
presentaron una disminucion drastica de los dias hipotéticamente requeridos para llevar a cabo la
degradacion total del PP en comparacion con el sistema no inoculado. En todos los casos se

evidencid una elevada variabilidad en las réplicas bioldgicas realizadas de cada sistema.
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5.5.3 Anadlisis cualitativo de los cambios en el polipropileno

El analisis cualitativo del pellet de PP a tiempo final mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) permitié distinguir cambios en la superficie del plastico al comparar sistemas
inoculados con el control sin inocular (Fig. 11). La muestra correspondiente a 34B no se evalud en

este analisis, ya que no evidencid crecimiento en el periodo evaluado.

B. subtilis

Figura 11. Visualizacion por microscopia electronica de barrido de la superficie del PP a tiempo final

correspondiente a cada sistema evaluado. Las barras representan 20 um a un aumento de 1000X.

A partir de las imagenes obtenidas, fue posible distinguir que el PP del sistema control (sin
inocular) presentd mayor rugosidad sobre la superficie en comparacion con los sistemas
inoculados. Ademas, se observo que el aumento en el porcentaje de pérdida de peso respecto del
sistema control podria vincularse con una imagen de la superficie del polimero que haya presentado

un aspecto mas bien liso y con menores irregularidades (imagen de B. subtilis, PM6, PM7).
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En estudios anteriores de biodegradacion de PP (Aravinthan ef al. 2016; Arkatkar et al.
2010), se observaron resultados similares en cuanto al aspecto obtenido en la superficie del

polimero a tiempo final tras la incubacidén con microorganismos.

5.6. Cultivo de bacterias en presencia de cromo

5.6.1. Ensayo de resistencia bacteriana a distintas concentraciones de Cr 5*
Para estudiar el efecto de distintas concentraciones de Cr®" sobre el crecimiento de las
bacterias seleccionadas, se compar6 la DO medida a tiempo inicial y final entre los sistemas con 0

(control), 1,3 y 5 ppm de Cr®". Los resultados obtenidos se observan en la Fig. 12.

Oppm =1ppm =3ppm =5ppm
3.0

a

25

20

1.5

A DO (560 nm)

1.0

0.5

0.0
34B VLS PM6& PM7 Q2

Figura 12. Cultivo de los mejores 5 microorganismos con capacidad formadora de biofilm “muy fuerte”
en presencia de 0, 1, 3y 5 ppm de Cr*" La comparacion estadistica de la variable medida (A DO promedio)
fue realizada entre las condiciones evaluadas para un mismo microorganismo. Los valores de A DO

promedio con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0.05).
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El valor de A DO promedio obtenido para 34B disminuy¢ significativamente al utilizar 3 y
5 ppmrespecto a los cultivos evaluados con 0 y 1 ppm. De esta manera, se puede interpretar que el
incremento en la concentraciéon de Cr®" afectd negativamente el crecimiento de la bacteria.
Contrariamente, PM6 present6 un incremento significativo de A DO promedio en la condicion con
5 ppm frente a la condicidén con 0 ppm.

Con respecto a VLS, el valor de ADO promedio no difiri6 significativamente en las
condiciones con 0, 1 y 5 ppm. Sin embargo, presentd un aumento significativo en los cultivos con
3 ppm del metal.

Por otro lado, los cultivos con 1, 3 y 5 ppm de Cr®" correspondientes a los sistemas
inoculados con PM7 y Q2 no presentaron cambios significativos frente a la condicion con 0 ppm,
indicando que su crecimiento no se vio afectado por la presencia de las concentraciones de metal

ensayadas.

5.6.2. Evaluacion de la detoxificacion biolégica de Cr **

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de cada bacteria en el ensayo 35.5. Cultivo de
bacterias en presencia de polipropileno y 5.6.1. Ensayo de crecimiento bacteriano a distintas
concentraciones de Cr%", se decidié continuar los ensayos con PM6, PM7 y Q2. Estos
microorganismos demostraron un porcentaje de pérdida de peso de PP mayor a 0,5 y elevada
generacion de biomasa en presencia de 5 ppm de Cr®*. Las bacterias VL5 y 34B fueron descartadas
para este ensayo por dos motivos. Por un lado, el porcentaje de pérdida de peso de PP para VL5
fue cercano al obtenido en el control sin inocular (ver Tabla VI) y 34B no logro crecer en el periodo
estudiado bajo las condiciones establecidas (Fig. 10). Por otro lado, la exposiciéon de ambas
bacterias a 5 ppm de Cr%" demostré que la presencia del metal pesado influy6 negativamente en su
crecimiento respecto de los cultivos con 0 ppm (Fig. 12).

Por lo tanto, a PM6, PM7 y Q2 se les evalu6 su capacidad detoxificadora de Cr®" segiin la
técnica colorimétrica descrita por Sierra y Garcia (2013).

Todos los sistemas comenzaron con una concentracion de Cr%" cercana a 5 ppm medida a
tiempo inicial tanto por colorimetria como por espectroscopia de llama. Los valores finales de Cr®

fueron medidos sélo por colorimetria. Segin lo establecido por Rueda et al. (2017), puede
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estimarse que la diferencia entre las concentraciones de Cr®" a tiempo inicial y final corresponde a
la reduccién del mismo a Cr**, pudiendo calcular asi su concentracién. En la Fig. 13 se observan

los resultados obtenidos.

Concentracion de cromo (ppm)

to

PM6 PM7 Q2 Control sin
inocular

Figura 13. Concentraciones de Cr® y Cr’* obtenidas a tiempo inicial (tg) y final (t) correspondientes a los
sistemas evaluados con PM6, PM7 y Q2 y al sistema control sin inocular. Todos los cultivos iniciaron con

5 ppm de Cr%*.

En el control no inoculado no hubo variacion significativa en la concentracion de Cr®
registrada en los tiempos ensayados, mientras que la inoculacion con los 3 microorganismos llevo
a una disminucién significativa en la concentracion de Cr®" en solucion.

En la investigacion de Rueda et al. (2017) se propusieron dos tipos de respuesta del

microorganismo creciendo en presencia de cromo:

a) El microorganismo invierte gran cantidad de energia en el proceso de transporte
activo para controlar la entrada masiva del cation altamente toxico, frenandose
considerablemente los procesos de division celular, al punto que la poblacién viable

permanece en estado de equilibrio.
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b) EIl microorganismo invierte energia para llevar a cabo procesos metabolicos que
incrementen exponencialmente la poblacion microbiana y que, a su vez, participen
directamente en la reduccion del Cr®", aumentando la velocidad de remocion del

metal.

Teniendo esto en cuenta, una medida complementaria al resultado expuesto en la Fig. 13
hubiese sido evaluar el recuento de viables a tiempo inicial y final que permitiera interpretar el
comportamiento de las bacterias analizadas. Sin embargo, puede considerarse a la DO como una
medida indirecta del crecimiento microbiano. En funcion de los valores de 4 DO promedio
obtenidos para PM6, PM7 y Q2 en los cultivos ensayados con 0 y 5 ppm de Cr" (Fig. 12) y los
resultados correspondientes a la biorreduccion del Cr®" graficados en la Fig. 13, se puede interpretar
que las tres bacterias han invertido energia para incrementar exponencialmente la poblacion
microbiana al mismo tiempo que participaron en la reducciéon de Cr®* a Cr*". En otras palabras, la
exposicion al metal pesado no afectd negativamente el proceso de division celular para PM6, PM7
y Q2 ya que se puede observar que en las condiciones evaluadas con 5 ppm de Cr* no se encontré
una disminucion significativa de 4 DO promedio respecto de las condiciones con 0 ppm. La
biomasa resultante permitié obtener una reduccion significativa de Cr®" a Cr**. Si bien el
crecimiento exponencial de la biomasa fue observado en las tres bacterias evaluadas, PM6, a
diferencia de PM7 y Q2, present6 un 4 DO promedio significativamente mayor en los cultivos con
5 ppm de Cr®" respecto a los cultivos control (0 ppm). Este comportamiento podria relacionarse
con la respuesta b) reportada por Rueda et al. (2017).

A partir de los resultados obtenidos, fue posible calcular para cada bacteria tres medidas
relacionadas a la remocion de Cr®'mediante las Ecuaciones (5), (6) y (7) (ver 4.5.2. Evaluacion de

la detoxificacion biolégica de Cr®"). Los resultados obtenidos se observan en la Tabla VII.
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TABLA VII. Pardmetros vinculados a la capacidad de reduccion de Cr®* a Cr** mediada por las bacterias

analizadas.
Remocion de Cr®*
Sistema Porcentaje Velocidad (ppm/h) K
PMé6 81,930 + 2,150 0,0809 0,0357
PM7 81,358 + 1,539 0,0741 0,0351
Q2 88,295 + 0,749 0,0952 0,0447

Las 3 bacterias seleccionadas para este ensayo presentaron un porcentaje de remocion de

Cr% mayor a 80% tras 48 horas de incubacién a 30°C y 200 rpm. La velocidad de remocién del

metal pesado guarda relacion con las medidas de concentracion de Cr®" obtenidas a tiempo inicial

y final propias de cada bacteria. En funcion de los datos obtenidos, se puede interpretar que las 3

bacterias contaron con elevada capacidad detoxificadora de Cr%'en sistemas con medio de cultivo

LB liquido.

5.7. Cultivo de bacterias en presencia de polipropileno y cromo

Los sistemas batch evaluados en este ensayo involucraron a los tres componentes de interés:

bacteria, pellet de PP y Cr®". Los valores registrados permitieron analizar el efecto de la presencia

de PP y Cr%" sobre el crecimiento bacteriano, su capacidad de utilizar al PP como tinica FCE y su

capacidad de reduccion del Cr®"a Cr’".
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5.7.1. Recuento bacteriano en presencia de polipropileno y Cr®*
Para estudiar el crecimiento de los microorganismos en presencia de PP y Cr®" se realizo el

recuento bacteriano en placa a tiempo inicial y final (Fig. 14).
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Figura 14. Recuento de viables a tiempo inicial (ty) y final (t) en cultivos con PPy 5 ppm de Cr’" de los

tres microorganismos estudiados.

Tras los 40 dias de ensayo, se encontr6 que las bacterias analizadas tuvieron la capacidad
de mantenerse viables en sistemas de cultivo con los dos factores de estrés (PP como tinica FCE y
Cr%"). En todos los casos, el valor del recuento bacteriano a tiempo final disminuyd, en promedio,

entre 1 y 1,5 6rdenes de magnitud con respecto al valor inicial.

5.7.2. Andlisis cuantitativo de los cambios en el polipropileno en presencia de Cr®*

En la Tabla VIII se indican los parametros calculados para el pellet de PP a partir de las
Ecuaciones (1), (2) y (3) descritas en el apartado 4.4. Cultivo de bacterias en presencia de
polipropileno como unica fuente de carbono y energia, teniendo en cuenta los pesos secos de PP

registrados a tiempo inicial y final de cada sistema.
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TABLA VIII. Parametros de degradacion de polipropileno de cada microorganismo en estudio y del

control sin inocular en presencia de 5 ppm de Cr°”.

Degradacion de PP en presencia de Crf*

Tiempo medio de

Sistema Pérdida de peso (%) K degradacién total (dias)
PM6 0,550 + 0,186 1,38E-04 18378
PM7 0,523 £ 0,184 1,38E-04 17536
Q2 1,040 + 0,100 2,62E-04 3526

Control sin

. 0,085 + 0,042 2,12E-05 62124
inocular

La diferencia de peso seco de PP a tiempo inicial y final fue significativa en los sistemas
evaluados con cada microorganismo, no asi en los sistemas control sin inocular. Esto indicaria que
hubo biodegradacion del PP en los sistemas inoculados.

Al comparar los resultados obtenidos en este ensayo correspondientes al recuento de viables
y al porcentaje de pérdida de peso del pellet de PP, los sistemas inoculados con PM6 y PM7 fueron
similares en ambos casos. Por otro lado, los sistemas inoculados con Q2 iniciaron con un menor
recuento microbiano respecto de PM6 y PM7. A pesar de esto, puede suponerse que Q2 fue capaz
de crecer formando biofilm sobre la superficie del polimero, lo que resultd en la obtencion de un
elevado porcentaje de pérdida de peso en contraste con el del resto de las bacterias analizadas.

El porcentaje promedio de pérdida de peso de PP obtenido en los sistemas inoculados con
PM6 y PM7 fue menor con respecto al valor presentado en el ensayo 5.5. Cultivo de
microorganismos en presencia de polipropileno. Por el contrario, los sistemas inoculados con Q2

presentaron un mayor valor de pérdida de peso de PP en presencia de ambos contaminantes.
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5.7.3. Capacidad biorreductora de Cr ** en presencia de polipropileno
La concentracion de Cr ® a tiempo inicial fue graficada en las barras de la izquierda y a la
derecha se observa la concentracion de ambas especies quimicas obtenidas a tiempo final para cada

sistema analizado (Fig. 15).

= Cr% = Cr¥

Concentracion de cromo (ppm)
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to te to te to te to ts

PM6 PM7 Q2 Control sin
inocular

Figura 15. Cultivo de las bacterias seleccionadas en presencia de PPy 5 ppm de Cr%" junto al sistema

control sin inocular. ty: tiempo inicial y t;: tiempo final.

La concentracion de Cr®" obtenida a tiempo final de los 4 sistemas evaluados no difiri6
significativamente respecto de la concentracion inicial registrada. En funcion de los datos obtenidos
en este ensayo, se observa que la capacidad de reduccion de Cr® a Cr*" se vio afectada bajo las
condiciones establecidas respecto de los resultados que se observaron en la Fig. 13. Dicha
capacidad pudo estar limitada por la demanda energética requerida para la adaptacion metabodlica
de las bacterias al ser cultivadas en condiciones con mas de un factor de estrés: medio de cultivo
minimo M9 con pellet de PP como unica FCE y los 5 ppm de Cr®".

En el estudio de biodegradacion de polipropileno propuesto por Jeon et al. (2021) se
disefiaron sistemas con medio de cultivo minimo M9 que incluia 1% de glucosa y 1% de extracto

de levadura a tiempo inicial. Ademads, cada 48 horas se suministrd una solucion compuesta por
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0,5% de glucosa y 0,5% de extracto de levadura para mantener la actividad microbiana. Estas
condiciones de cultivo podrian ser una opcion que contribuya a la disminucién del estrés
microbiano generado por la presencia de los dos contaminantes.

En futuros ensayos, se podria proponer la evaluacion del comportamiento bacteriano frente
a la biodegradacion del plastico y a la biorreduccion del metal pesado en las condiciones de menor
estrés sefialadas previamente. De esta manera, se podria efectuar una eventual comparacion entre
los resultados obtenidos en los ensayos con y sin el agregado basal de FCE ni nutrientes para
continuar con el ajuste de las condiciones experimentales y lograr optimizar estos procesos de

biorremediacion.

5.8. Identificacion de las bacterias mediante secuenciacion parcial del gen rRNA

16S

La secuenciacion parcial del gen rRNA 16S de las 3 bacterias fue llevada a cabo de manera
exitosa. Los resultados obtenidos se encuentran en el Anexo C. A partir de las secuencias obtenidas
con cada primer, se realizo el analisis de comparacion de secuencias homologas utilizando la base
de datos BLASTn para obtener la asignacion taxonémica mas probable. Los resultados del
alineamiento se observan en la Tabla IX.

Tanto PM6 como PM?7 fueron identificadas como Stenotrophomonas rhizophila difiriendo
anivel de cepa al utilizar el primer 785F, con el que se obtuvieron secuencias de aproximadamente
1400 pb. Con el primer 907R se obtuvieron secuencias de una longitud aproximada de 900 pb. Al
realizar el alineamiento en la base de datos con las secuencias generadas a partir del segundo

primer, éstas fueron identificadas a nivel de género.
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TABLA IX. Identificacion de los 3 microorganismos analizados. La informacion corresponde al primer

alineamiento encontrado a partir de la secuencia obtenida con cada primer.

. . Cobertura | Identidad Codigo de
Bacteria | Primer (%) (%) Nombre aCCeso
785F 57 99,71 Stenotrophomonas rhizophila MF111396.1
PM6 cepa R3-90
907R 96 99,55 Stenotrophomonas sp. 364 CP047135.1
785F 47 99.29 Stenotrophomonas rhizophila MF800946.1
PM7 cepa MK1
907R 58 99,77 Stenotrophomonas sp. 364 CP047135.1
785F 43 99,57 Lysinibacillus sp. cepa Brt-P MF405114.1
Q2
907R 60 99,66 Lysinibacillus sp. 2008723476 KT254139.1

Las caracteristicas morfoldgicas y metabolicas del género Stenotrophomonas (Anton et al.
2005) coinciden con los resultados obtenidos en este trabajo para PM6 y PM7. Sin embargo, la
prueba bioquimica sobre agar Citrato de Simmons demostré resultados diferentes. La

interpretacion de los resultados obtenidos para estos aislamientos fue la siguiente:

1. Tincion de Gram: Bacilos Gram negativos.
2. Prueba en agar TSI: no fermentadores de azucares.
3. Prueba en LIA: lisina decarboxilasa positiva.

4. Prueba de IMVIiC: indol negativo, rojo de metilo negativo, Voges-Proskauer negativo,

citrato negativo para PM6 y positivo para PM7.
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En el caso de Q2, las secuencias generadas con ambos primers presentaron una longitud
aproximada de 1500 pb. Este microorganismo pudo ser identificado como miembro del género
Lysinibacillus. Sin embargo, no se logrd llevar a cabo la identificacion a nivel de cepa de forma
concluyente. La tincion de Gram caracteristica de Lysinibacillus corresponde a bacilos Gram

positivos (Sen et al. 2020). En la Fig. 16 se observa la tincion de Gram de las bacterias PM6, PM7
y Q2.

PM6 PM7 Q2

Figura 16. Visualizacion de la tincion de Gram para PM6, PM7 y Q2. Imagenes tomadas con aumento de

100X.

Si bien hay algunas especies del género Stenotrophomonas identificadas como patdgenos
en humanos (Looney ef al. 2009), existen estudios de gendmica comparativa que demostraron que
estas especies difieren genéticamente de las especies benéficas del mismo género (Alavi et al.
2014). Incluso se han desarrollado métodos de biologia molecular para diferenciar a las especies
patogenas de las benéficas (Ribbeck-Busch et al. 2005). En particular, S. rhizophila ha sido
reportada como una bacteria benéfica para el ambiente, que tiene caracteristicas de promocion de
crecimiento vegetal mediante biocontrol (Schmidt ez al. 2012; Wolf et al. 2002). Con respecto al
género Lysinibacillus, Ahsan y Shimizu (2021) han reportado que se trata de un microorganismo
con propiedades interesantes para su aplicacion en procesos de biorremediacion de metales
pesados, y que también presenta propiedades de promocion del crecimiento vegetal, actuando como

biocontrolador.
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En cuanto a la biodegradacion de polipropileno, existen antecedentes de este proceso
mediado por los géneros bacterianos identificados en este trabajo. En particular, dos investigadores
de la Republica de Corea, Jeon y Kim (2016), aislaron una cepa degradadora de PP a partir de tierra
recogida de un deposito abierto de residuos solidos urbanos. Esta bacteria fue identificada como
Stenotrophomonas panacihumi PA3-2. En este estudio emplearon polvo de PP libre de aditivos
para evaluar la biodegradabilidad del polimero. También existen investigaciones que evidencian la
biodegradacion de otros tipos de plasticos mediada por Stenotrophomonas en distintas partes del
mundo, incluidos Francia (Koutny et al. 2009), Brasil (Peixoto et al. 2017), Japon (Tachibana et
al. 2010), India (Skariyachan et al. 2017) y Pakistan (Nadeem ef al. 2021). Tanto en India como en
Pakistan, las bacterias fueron aisladas de vertederos de residuos plasticos. Por otro lado, también
ha sido reportada la biodegradacion de PP mediada por Lysinibacillus sp. (Jeon et al. 2021). La
metodologia llevada a cabo junto con el medio de cultivo utilizado fueron similares a lo realizado
en el presente trabajo. Los autores remarcan la necesidad de contar con més estudios sobre la
degradacion completa de PP durante un periodo prolongado para definir la relacion entre la
biodegradabilidad y la actividad microbiana. Adicionalmente, Andriani ef al. (2022) evaluaron la
biodegradacion de film y perlas de PP mediada por Lysinibacillus macroides aislada de una zona
costera en Indonesia. Los resultados obtenidos sugieren que los sistemas con perlas de PP podrian
ser una buena fuente de carbono para el estudio a gran escala de bacterias degradadoras de plastico.

A futuro, seria necesario realizar un analisis bioinformatico mas profundo en cuanto a la
reconstruccion del gen analizado para mejorar la identificacion de las bacterias. Ademas, se podria
considerar realizar una nueva secuenciacion utilizando otros primers y mediante el uso de
herramientas bioinformaticas intentar lograr la identificacion a nivel de especie y cepa, sobre todo

en el caso de Lysinibacillus.
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6. Conclusion

En el presente trabajo se aislaron bacterias de muestras ambientales de sitios contaminados
con el fin de evaluar dos mecanismos de biorremediacion: biodegradacion de polipropileno y
biorreduccién de cromo.

Las muestras presentaron una gran biodiversidad de microorganismos que pudieron ser
caracterizados segun su morfologia y metabolismo. El analisis de formacion de biofilm resulto ser
un criterio de seleccidon apropiado para continuar con los ensayos posteriores.

Los aislamientos pertenecientes a las muestras recolectadas del Bajo Delta e Islas del Parana
Sur no demostraron resultados prometedores en los ensayos de evaluacion de pérdida de peso seco
de polipropileno ni de crecimiento en presencia de cromo. Sin embargo, 3 bacterias aisladas de las
muestras del Rio de la Plata fueron capaces de degradar el polipropileno en sistemas de cultivo con
el plastico como unica fuente de carbono y energia y, ademas, tuvieron la capacidad no sélo de
crecer en presencia de 1, 3 y 5 ppm de Cr®’, sino que también pudieron biorreducir el Cr®" a una
forma menos toxica para el ambiente, como es el Cr**. Por otro lado, en sistemas de cultivo en
presencia de ambos contaminantes, los 3 microorganismos analizados pudieron degradar el
polipropileno, pero no se observé reduccion del Cr®". Por lo tanto, puede concluirse que existen
microorganismos nativos del Rio de la Plata con capacidad de biodegradar polipropileno en
presencia de cromo.

Por otro lado, la identificacion de estos microorganismos indicd que 2 pertenecen al género
Stenotrophomonas y especie rhizophila, difiriendo a nivel de cepa y la tercera a Lysinibacillus sp.
Estas bacterias no son patdgenas para el ser humano y han sido previamente reportadas como
biodegradadoras de polipropileno. Sin embargo, a la fecha no se han encontrado estudios sobre la
biodegradacion de este tipo de plastico en presencia de otros contaminantes de origen antropico,
como lo es el cromo.

A pesar de que es necesario optimizar las condiciones de cultivo y el disefio de los ensayos,
los resultados obtenidos pueden servir de puntapié inicial para nuevos estudios que permitan a
futuro la aplicacion de los microorganismos identificados, nativos de ambientes contaminados, en
procesos de biorremediacion de ambientes que evidencien contaminaciéon por polipropileno y

cromo. De este modo, el disefio de estrategias biorremediadoras apunta a la promocion del uso de

Péagina 57 de 75



CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE AMBIENTES
CONTAMINADOS PARA SU APLICACION EN PROCESOS DE BIORREMEDIACION
Denaro, Maria Azul

alternativas amigables con el ambiente para el tratamiento de residuos generados como

consecuencia de actividades antropogénicas.
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8. Anexos

8.1. Anexo A. Informacion complementaria de los medios de cultivo utilizados en la

caracterizacion metabolica de los aislamientos

® Prueba en agar TSI. El Agar TSI (triple aziicar hierro) es un medio de cultivo que aporta los
nutrientes necesarios para el desarrollo del microorganismo (extracto de carne y pluripeptona),
cuenta con NaCl para mantener el balance osmotico, rojo de fenol como indicador de pH (vira a
amarillo en medio 4cido y a rojo en medio alcalino) junto con los tres hidratos de carbono
fermentables: glucosa, lactosa y sacarosa. A su vez, presenta en su composicion tiosulfato de sodio
que puede conducir a la produccion de acido sulthidrico. El acido generado puede reaccionar con
los iones Fe*? del sulfato de hierro y amonio -otra sal presente en el medio- y asi producir sulfuro
de hierro (compuesto de color negro). Es un medio de cultivo sélido que contiene agar como agente

solidificante.

® Prueba en LIA. LIA es un medio de cultivo s6lido compuesto por nutrientes necesarios para el
crecimiento bacteriano (peptona y extracto de levadura), purpura de bromocresol como indicador
de pH (vira a amarillo cuando el medio presenta pH < 5.8 y a violeta si el pH es > 6.8) y glucosa
como carbohidrato fermentable. También cuenta con lisina, que es el sustrato que determina si la
bacteria posee 0 no las enzimas correspondientes a catalizar la reaccion sobre el aminoacido. Las
sales de citrato de hierro y amonio y tiosulfato de sodio permiten determinar la produccion de H,S

(mismo principio que en la prueba en agar TSI).

® Prueba de IMViC.
Prueba de indol. El agua de peptona al 1% es un medio de cultivo que se puede utilizar en
esta prueba. Post incubacidn, se revelaron los resultados con el agregado de 5 gotas del Reactivo de

Kovacks (alcohol amilico, p-dimetilamino-benzaldehido y HCI):

a) Indol (+): color rojo en la interfase entre el reactivo y el medio de cultivo: el
microorganismo posee la enzima triptofanasa (el indol generado por el microorganismo

reacciona con el reactivo formando un complejo de color rojo).
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b) Indol (-): color amarillo en la interfase entre el reactivo y el medio de cultivo: el
microorganismo no posee la enzima para desdoblar el aminoacido (se visualiza el color

amarillo propio del reactivo).

Prueba de rojo de metilo y Voges-Proskauer. Estas pruebas evidencian la capacidad del
microorganismo en metabolizar la glucosa a través de una de dos vias (fermentacion acido-mixta o
fermentacion via butilenglicolica) que llevan a la generacion de productos finales acidos o neutros.
El medio de cultivo empleado es MR-VP. Es un medio de cultivo liquido que cuenta con peptona y
glucosa que aportan factores organicos de crecimiento y fuente de carbono y energia
respectivamente. Ademas, posee fosfato dibasico que actia como solucion buffer. A un tubo de
ensayo se le agregan 5 gotas del indicador de pH rojo de metilo para revelar la presencia o ausencia

de productos finales acidos:

a) RM (+): medio de cultivo de color rojo: el microorganismo metaboliza la glucosa generando

productos finales acidos (el indicador vira a rojo a pH acido).

b) RM (-): medio de cultivo sin cambio de coloracién: el microorganismo metaboliza la

glucosa (hay crecimiento) pero no produce una acidificacion del medio.

Al otro tubo de ensayo se le agregan 12 gotas de alfa-naftol (actia como intensificador de
color) y 4 de KOH 40% (agente oxidante, acelera el proceso de reaccion) para determinar la

generacion de productos finales neutros:

a) VP (+): medio de cultivo de color rojo-rosado: el microorganismo metaboliza la glucosa
generando productos finales neutros (entre ellos, la acetoina reacciona con el KOH 40% y
se oxida a diacetilo en presencia de oxigeno atmosférico. El diacetilo reacciona con la
peptona del medio produciendo coloracion roja) que reaccionan con los reactivos luego de

10-15 minutos.

b) VP (-): medio de cultivo sin cambio de coloracion: el microorganismo metaboliza la glucosa

pero no produce una neutralizacion del pH del medio.
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Prueba en Citrato de Simmons. El Citrato de Simmons es un medio de cultivo solido que
cuenta con fosfato monoamonico como unica fuente de nitrogeno, NaCl para mantener el balance
osmotico, agar como agente solidificante y azul de bromotimol como indicador de pH (vira a color

azul en pH alcalino). El cambio color del medio de cultivo post incubacién fue registrado:

a) C (+): medio de cultivo de color azul: el microorganismo metaboliza el citrato ya que posee
la enzima citrato permeasa (produce alcalinizacion del medio, lo que conduce al viraje a

azul del indicador de pH).

b) C (-): medio de cultivo de color verde: ausencia de crecimiento (permanencia del color

verde del medio de cultivo). Este microorganismo no posee la enzima citrato permeasa.
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Prueba en Prueba en Prueba de IMViC
Gram Aislamiento
agar TSI LIA I MR VP C
() ) ) (-) 120,24, 50A,50C, 53B
(-) lisina (") (") ) () [2A,2B
decarboxilasa y
+ + - +
Otisina | @ | @ | © | ¢ [28.46a 468
desaminasa o) +) ©) ) |s4a
Bacteria
- - + +
formentadora O | O | ® | ® [1641a484,03
de glucosa, 5, 9A, 9B, 42A, 42B, 43A, 43B,
lactosa y/o O | o | @& | ¢ |45A, 45B, 51A, 17B, 27, 17A,
sacarosa (+) lisina PM2, 49, 15B
decarboxilasa
) ) () ©) (+) |23,44
() ) () (t) [41B
(+) lisina
. / / / /| 18A, 21, 31, 34A, 30
desaminasa
o Ql, 26, 53A, VL3, 18B, 50B,
+
51B, PM7
(+) lisina 0 0 O
Bacteriano | decarboxilasa | ' ' () |1, VL4, 25,52B, Q4, PM6
fermentadora
de azlicares () | 52A% VL2%, VL6*, 32%
(+) lisina / / / / PM3, PM4, PM5, PMS, 19A,
desaminasa 19B
(+) | 3,34B,47, VL5, VL1, VL7, Q2, 22, 15A, PM1
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Donde:
e (*): Resultado positivo para la formacioén de H»S en la prueba en agar TSI.
e Aislamientos sefialados en rojo: descartado su uso para los ensayos posteriores
e Aislamientos sefialados en azul: aislamientos pertenecientes a una misma muestra que demostraron

resultados iguales en las seis pruebas bioquimicas.

Los aislamientos restantes fueron seleccionados para evaluar capacidad formadora de biofilm.
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8.3. Anexo C. Secuencias parciales del gen rRNA 16S de las bacterias PM6, PM7 y
Q2

e PM6

>H221213-R04_M03_PM6_785F.abl 1335

TACCGTCGGATGCGACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTG
CAAACCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATG
ACTGGGGTGAAGTCGTACAAAGGGTAGCCAACGAGTTGGTCTCGGATTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAA
TGTTATCTCTCACTTAATGGCAGGTTACACACGTGTTACTCACCCGTCCTCCACTCGTTCACAATTAAATCAAGA
TGCAAGCACCTTTCAATAATCAGAACTCGTTCCACTTGCTGTATTAAGCACGCCGCGCCGTCTCCTAGGTCTACG
AGAATAAAATAAAAATATAAAAAAGGCGGTTATTTTTTTCGTGTTGTATATAGTGAATAACGACTATCATTTTTT
TTCTTGGGTTGTGGGGAGGTATAAATCTTTCGGGTTGTTTGTGTTGGGTTAAAACCATACGCAGGTTGTTGTTTT
TTTTTTCTTGTAGATGTGGAGTGTAATAAAAAGGTTCTCAAACGACGTGTTGGTGAGTTACGGGTGTTTCGGATT
GCAAAATATCCGCATCTGGGATGTATGAGAGTTAGAGTGTTATTTTTTGTTTGGTGTTGAAGCCCTTGTCTATAG
AGGTATGCCAATGATGCTGTGAGGGGGGACCGAGTCCTATGATGAATAAGATCTAAATTTTGCATCTTTTGCACG
CGCTCGTGAGAGCGCCTTTGTTTTGCGTTTGTTGGTAGTTAATTTATACGGGTCATCTTC

>H221213-R04_003_PM6 907R.abl 919

GCCCTGGGACGGTCTTCCAGGCGGCGACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCC
AACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
TCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACG
CATTTCACTGCTACACCGGGAATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAA
TTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATT
CTTTGGGTACCGTCAGAACAACCGGGTATTAGCCAGCTGCTTTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACA
ACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCC
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCA
GCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCATCTATC
CGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTA
CGTTATCCCCCACGAAAAGGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCCATAAGA
GCAAGCTCTTACTGTGCTGCCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTACCGCCAGCGTTCACTCTGAGCC
ATGATTCAAAACTCTAAAACTACCTTGTTACGACT
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e PM7

>H221213-R04 A05 PM7_785F.abl 1476
GACGTCGATGCGACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAR
CTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAR
CCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCA
AACCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATGAC
TGGGGTGAAGCAAAAAGGGGGAAACARAACAAAGGGGTTGGACCGGGGCCCCGGAGGGCGGGCACCGGGGCTCCC
GGGGGGGCTGACCGGGGCCCCGGGGGCCCGCCCGGGGCCCCCCCCGGCGGCGGCCCCGGGCCCGCGCGGGCCCCC
ACAGGATCCACACGCAACCGGGGCTCGACCCGCAGGCAAGAGGCACCACGCAAGCAACGACGCGGGGCCAAGGCA
AACAAAAAAAAGCACACAACGCACGCCCCAGACGGGGCACCGAGGAAGCACGAAAGAAGACGACGGGCACCAACG
ATCAGGCGCGGGGGGGGGAAGAACAAAAAACCCGGGGAAGGACGGAACCGGGGGCCACAAGGAAAAAAAAAAAGA
AAGAAGACGGAACCCCGGCACCCCACCCAGAAAARAACAGAAAAAGGGCCAAGAAACCCGACCCCCCCCCCCCGA
GCCCGCGGGGGGGGGGGGGGAGCCCCGGGGCGCGAACACGGCGARARACCCGCGCCCGCGGCGGGGGGAGARAGG
GGGGGGCAGGGGGGGGGEGGGGGGGGCGCGGGGGARAAARACACCAAACAAAAAAAGAGCACGGGGGGAAGGAGAG
GGGGGGGGGGCCAACCGCGAAAACAGGGGGGGACACACCACACCCAAACCCCCGCCGCGCCCCGCGCGCGCCCCC
CCCGCCACCAACCGAAAGGGAGAAGAGGACCACCGACAAACAAAAAACCAACAAAAAAAAAAAAACACACGCCCC
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCACCCCCCAAGAGAAGAGGAGCGGGAGGGCGTG

>H221213-R04 CO05 PM7 907R.abl 1482
ACTTTGGGCGGTACTCCCAGGCGGCGACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATTGCACCCAACATCC
AGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGT
CAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCGGGA
ATTCCACTACCCTCTACCACACTCTAGTCGCCCAGTATCCACTGCAATTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACA
ACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTTGGGTACCGTCAGAACAACCGGGTATTAGCCAGCTGCTT
TTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGC
CCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCAT
CCTCTCAGACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCCGACATCGGCTCAT
CTATCCGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCACCCGAAGGTCGTATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTACG
TTATCCCCCACGAAAAGGTAGATTCCGATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCCATAAGAGCAAGCTCT
TACTGTGCTGCCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTACCGCCAGCGTTCACTCTGAGCATGAAAAAAAAAATTTA
AAAGGCTACCATGGTTACGGATTACTGAGCCCGGATCAAACTCCACGGATACCTTGCTACGACTTACTGACTGAC
TCCAACTCTAAGGGATTCCCGTCACGAACTACTGACATCTGAGCCAAGATCAATGCGTTCCTTGTCTAAAACTTT
CGGGAACTGCAGCAARATTCAAACGCCTTGTTTATTGCAGAAATTACTGGTGATCCTGAGTGAAGGCAGGGGTAG
GGGAATATGCGGGGTAGGTGAAACTCCTAACCCTTTGACGGGGGACGCCTGTGGCACAGGTCTAACATGGGAGGC
AACCCCCGGGGACGTTATTTATTAAAGATACTTGTCATGGCATGATGTATACGCGGGTACAGGAACTTAATTATG
CGATGATGCGTTTAGATAACCGGGCGTGCCCGCCCCCCAATGTGGTCCCTATGGATGTTCGATCGACTGGGAATG
CGGGACATGATCGATGAATGATCATGGTGCTGAAGGAGTGTGTTGAAACGAACGACATGAGATATGGAGTATTGT
AGTGAGGAGTTCTAGAGGTTGGCGTGTAGTAATTTGGTGGACAAGAGCGGATATTCG
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0Q2

>H221213-R04_FE05 Q2 785F.abl 1587
CCCGGACGAATGAGTGCTAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATGGTTTTCCCTTCGG
GGACAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGE
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGTTG
CCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATARAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA
GCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGA
TTGGGGTGAAGTCGTACAAAGGGTAGCCAAAGGAGTTTGCATCCTGCGCTACAGTGCGGTGTCACACGGTACCAT
ATACACTCCGTCTCTCCTGAGTTACTCCATACTCTGCGCGTTCCAGCGCTACACATGCACTTCTACGCTCCTCGT
CTGTCCTACACTTCACAGGTGACCATATAGCTTCAACGGCTCCGCCGGGTGCTTCAGTAGCGACGCTGAGACCCG
ACTGAATGGCGCTGTCCCCCCATAATCCCTGTCACAGCTGGCCCAATACATATCACCACGACTACTCTTACGTGG
TTTTGCCGGCCTTCCACCTCCCGTAACCGTCTGGGTTCCCGTTTGGGCCCCCGTACTTGTCCTCCATGGCTGTGT
ACTTTTCTATCCCGAAAACGTAAGGTTTTGACCGGCCATTGACCCACCCCCTTCCCTCCTTGCCGCAATATCCTT
GATGTTCCTCCCGAAGGAGTTGGGGACAGGGCACGGGCGCTGAGGGGGAAATACACCTTAATGGCCTTTTGGGCT
ATTTGCCTCTAGGTTATATTTCTATGTTCACGACTGAGAGGAAACCGCGCGCCTTTTTATTAAATAAAAAATTCT
TTTTTTATGTATGGGAGTAGGGAAGAATATAGATTGTGACGCGTTTATCTTGGTTTTTTATTTTATGATATAATA
CGGAGTGTATATTAGGCTCGCCTCTCCACATTGGTTGCGCACAAGAAAATATCTCTATTAGACATGGAGCGGCGG
GCGGCGTCCGTAGCATCGCATCACACACACAACAAACACAAAACAGATAACGTAARAATGAACAGAACTATTTGT
GAGGTGGTTATGGCAATGGTGATGGCCCGGACTGGGGTAGGTTATATGGTTCGATGGGCAGTACACAAAAAATAA
TGAATGTATGAT

>H221213-R04_G05 Q2 907R.abl 1464
ACCGTCACGTCTCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAG
CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCA
GTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAAT
TCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATC
AGACTTAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTAATAAGGTACCGTCAAGGTACAGCCAGTTACTACTGTACTTGTT
CTTCCCTTACAACAGAGTTTTACGATCCGAARACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCC
ATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCC
TCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGCCCATCT
TATAGCGACAGCCGAGACCGTCTTTCAGTATTTCACCATGAAGTGAAATAGATTATTCGGTATTAGCCCCGGTTT
CCCGGAGTTATCCCAAACTATAAGGTAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCARAGGAGCA
AGCTCCTTCTCTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCAGATTAAAARACT
TAAAAAAAATACCTTGTTTCGACTTCCTGAGCCAGGATCAAAATCTAAGGCTCCCTTGTTACGACCTACTGAGTC
AGGATCAAAATGTAAGGGTATTTTGTATGGGCTTGTTGAGCCGGGAACAAACTTTAATGATGGAATAGGTTCACC
TTACGCAGCATGATCCAACTGTTTAGTTACTTCTGTTAAAACCTTAGGGACCCTCGCAATAAGCTTGGGCCTGTC
TGGTAGAGATTTCCCGAGCCCCCCCCCGCCCGAAARACCGGGAACGTGGGTGGTGCCTGACACCCARRAAGCCCT
CGCGGGGGGTTGGACATGACGAATGTTTATATGGTGT TTAATAAAAGAGTCAATGGGGGCGGGGTGCTCTATTTA
TAAATTATTTGGTTCTGTGTTTTTGGCTCCCCACAAAACAAAAGGAATCGCCTTTGGCTCGCCGGCTCTAAGAAR
GATCACACAAATAAATTGGGCGTGGGTGTCCTGTCTCACTCCCAGCCACCCCGATATATGAT TAGGARACCTCTT
TTTGGTGTTTTGTTTTGGGAGACGGACGGGGGGGGTGAC
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