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Resumen

El agua es un recurso esencial para la vida y su contaminacion induce toxicidad en
muchas especies, incluyendo a los seres humanos. En particular, la contaminacion natural
0 antrépica con arsénico (As) crea serios problemas de salud mundial. A pesar de la
existencia de métodos de remediacion fisicos y quimicos eficientes, la biorremediacion los
mejora en costos, insumos necesarios y desechos producidos. Por dicha razén, en la
presente tesis se analizé la capacidad adsorbente y/o absorbente de As de un biofilm de
microorganismos extremofilos pertenecientes a las aguas termales del Volcdn Domuyo en
la Patagonia Norte para determinar su potencial biorremediador. Caracterizdndolo
biol6gicamente y cultivdndolo bajo distintas condiciones (iluminacion, pH, temperatura),
se concluyd que el biofilm denominado comunidad extremdfila de Los Tachos presento6
mayor crecimiento bajo las condiciones evaluadas en comparacion con las comunidades de
Aguas Calientes. Luego del ensayo de bioacumulacién de As se determind que la
concentracion de As habia disminuido a niveles no detectables mediante el kit de
QUANTOFIX ® Sensitive Arseénico. Finalmente, el analisis por técnicas instrumentales
(XRF) demostro que la concentracion de As disminuy6 con el tiempo de cultivo. Diversos
resultados indicaron la necesidad de continuar con otras pruebas sobre esta comunidad.

Abstract

Water is an essential resource for human life and its contamination produces
toxicity in many species, including human beings. Specially, natural or anthropic
contamination with arsenic (As) brings serious health issues worldwide. There are many
efficient physical and chemical remediation methods however, bioremediation outstands
them in terms of costs, reagent requirements and waste generation. Therefore, the As
adsorbent and/or absorbent capacity of a biofilm made by extremophile microorganisms,
which belongs to the thermal springs of Domuyo Volcano in Northern Patagonia, was
analyzed in order to evaluate its bioremediation capability. It was biologically characterized
and cultivated under different conditions (lightning, pH, temperature), in conclusion the
biofilm called extremophile community of “Los Tachos” displayed the biggest growing rate
under the evaluated conditions against the community of “Aguas Calientes”. After the
essay of As bioaccumulation, it was determined that the As concentration had decreased to
imperceptible levels by QUANTOFIX ® Sensitive Arsenic kit. Finally, the instrumental
studies (by XRF) proved that the concentration of As, had declined through the culture
time. Several results showed the need to do furthermore researches on this community.

Pagina 4



Estudio de la capacidad biorremediadora de bacterias extremdfilas de Neuquén.

Neuquén, 2020

Contenido
F N0 =10 [oTod T 0Tt (1SR 3
RESUMEBIN ...t e e e e e s r e e e e e e e e e s anbbrreeeeeeas 4
ADSTTACT ... 4
Ty oo [FToTox o] o TSP OPROPRSPROS 7
(@] o] [=] 1 Y70 SR 10
Marco teOriCO Y aNtECEABNTES. .......ocvviiieiieeie ettt 11
Metales pesados, el arsénico y su toxicidad. ......ccceeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e, 11
Arsénico en Neuquén, descripcidon del area de estudio .......cceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiennennn. 13
Métodos de remediacidon de Arsénico: ventajas y desventajas. .......ccccceeeeeeennnn.. 15
Biorremediacidn por medio de bioSOrcion. ......ccceeeeeeeeeeeeveiiiiceee e, 16
Microorganismos extremofilos de la Patagonia Norte. ......cceeeeeeeeeeeevviiiiceeneennne. 17
MaterialeS Y MELOUOS. .......coviiiiieiiie et 19
TOMA A MUESTIAS. ..ttt 19
Condiciones estandares de Crecimiento. .......ccccceevviiiiiiiiiieeeee e 20
Condiciones de crecimiento con diferente iluminacion. ........cccccoeviiiiiieeieennnnn. 20
Condiciones de crecimiento en diferentes pH. ........ccovieiiiiiiiiiniiiiiiineeeeee e, 21
Otras condiciones de crecimiento. .......cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
Ensayos de Biorremediacion de agua contaminada con As........cccceeevvvieeeennnnnnnn. 21
Determinacién de la composicion elemental de las cianobacterias por XRF. ...... 22
Caracterizacidn de las Cianobacterias del Domuyo. ......ccceevvveeeeiiiiiieeeeeiieeeeeeenne, 23
Determinacion de biomasa mediante la concentracion de Clorofila A (ISO 1992) ........ 23
ANAlisis de [0S reSUITATOS. ....uuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
ReSUltados Y DISCUSION ........c.vveiiiiie et e nnae e 25
Condiciones estandar de crecimiento. ......cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeeeeeeeeeeeeee e 25
Condiciones de crecimiento con diferente iluminacion. ......cccccccvvvvviiiiiiiiinnennnn. 25
Condiciones de crecimiento en diferentes pH. .......ccovveeeiiiiiiiieiieiiiieeeeeieee e, 26
Curvas de crecimiento en condiciones éptimas de iluminaciony pH. ................. 27

Pagina 5



Estudio de la capacidad biorremediadora de bacterias extremdfilas de Neuquén.

Neuquén, 2020

Otras condiciones de crecimiento. .....cccccveiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
Ensayo de biorremediacidn de agua contaminada con As. .........cccccevueuninnnnnnnnn. 28
Determinacion de la composicidn elemental de las cianobacterias por XRF. ...... 30
Determinacion de biomasa mediante la concentracion de Clorofila A (1ISO1992). ........ 30
Caracterizacion de las Cianobacterias del Domuyo. .......cccevvvvviiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeene. 31

Pagina 6



Estudio de la capacidad biorremediadora de bacterias extremdfilas de Neuquén.
Neuquén, 2020

Capitulo L.

Introduccion

El agua es un recurso esencial para la vida y su contaminacion induce
toxicidad en muchas especies, incluyendo a los seres humanos. En particular, la
contaminacién natural o antropica con arsénico (As) crea serios problemas de salud
mundial, particularmente en el agua que es su principal medio de movilidad
(hidroarsenismo). EI As es un metaloide clasificado como carcinégeno humano de
clase A 'y mas de 200 millones de personas en 105 paises de los 5 continentes (al
menos 4 millones de argentinos) estan expuestas cronicamente a concentraciones
iguales o superiores al limite de 10 pg/L recomendado por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), (Bundschuh J et al., 2012; Bardach et al., 2015; Shakoor et al.,
2017). EI As no se degrada, por lo que sus diversas formas inorganicas presentes en
el agua se transmiten a plantas y animales por biomagnificacion a través de la cadena
alimentaria. Después de la ingestion por humanos y otros animales, el As se absorbe
en el tracto gastrointestinal, se une a los glébulos rojos y se distribuye a los
principales oOrganos de todo el cuerpo para experimentar una biotransformacion
(Thomas et al., 2001; Vahter 2002; Khairul et al., 2017; Herath et al., 2018). La
exposicion cronica a As da lugar a su acumulacion y la de sus metabolitos en varios
organos como el cerebro, el bazo, el rifion y el higado (Pérez et al., 2006 y 2008;
Rubatto Birri et al., 2010; Soria et al., 2017; Mardirosian et al., 2017; Lamela et al.,
2018 y 2019; Ramos Elizagaray et al., 2018; Bongiovanni et al., 2019). Este
elemento y principalmente sus metabolitos inducen estrés oxidativo, disfuncion
metabolica, dafios al ADN y a otras macromoléculas, promoviendo efectos
generalizados en la salud, y en particular el cancer en humanos (Soria et al., 2007-
2018; Grasso et al., 2011; Naranmandura et al., 2011; Mardirosan et al., 2015; Jan et
al., 2015; Khairul et al., 2017; Yi et al., 2020). Asi, la toxicidad del As es un grave

problema de salud mundial. Esto ha obligado a la bdsqueda de métodos fisicos y
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quimicos para su remocién, que aungue son efectivos, como la ésmosis inversa, son
de alto costo y generan grandes volimenes de residuos contaminados con toxicos
persistentes. En este sentido, las bacterias son cada vez mas usadas para la
remediacion de suelos y agua contaminada porque son procesos de remediacion
biosustentados, ecolégicamente favorables y relativamente econémicos (Gupta et al.,
2016; Vermay Kuila, 2019).

Los microorganismos han desarrollado diversos mecanismos para mantener la
homeostasis y la resistencia a los metales pesados, como el As, para adaptarse en el
ecosistema (Rahman et al., 2014; Ayangbenro y Babalola 2017). Sin embargo, el
desarrollo de los cultivos y el posterior proceso de remediacion implica el uso de
nutrientes y energia.

Por esto es que actualmente, las investigaciones se estan dirigiendo hacia el
uso de cianobacterias. Estas son microorganismos fotoautotrofos que combinan la
capacidad de realizar fotosintesis oxigenica, como las plantas, con caracteristicas
procariotas tipicas, por lo que solamente requieren luz solar, CO2 y minerales para
formar gran cantidad de biomasa (Hayat et al., 2017). Ademas, estos
microorganismos tienen una envoltura extracelular, compuesta principalmente de
macromoléculas organicas complejas que impiden el ingreso de los contaminantes,
mejorando su capacidad de sobrevivir en ambientes contaminados (Ayangbenro y
Babalola, 2017). Esto muestra que las cianobacterias, podrian ser dtiles en los
procesos de remocion y recuperacion de metales pesados disueltos como el As (Li et
al., 2013; Chen et al., 2020).

En los ultimos afios, el grupo de investigacion donde se realizé esta tesis
describié un biofilm detectado en aguas termales del VVolcan Domuyo, Provincia del
Neuquén (Lamela et al., 2018 y 2019). Se trata de biofilms que habitan un ambiente
de condiciones extremas de temperatura y concentracion de metales pesados y
arsénico. Los resultados preliminares sugirieron que se trata principalmente de

cianobacterias, por lo que fueron denominados ‘“Cianobacterias del Domuyo”
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(Lamela et al., 2018 y 2019). Los estudios previos mostraron que esta comunidad es
capaz de sobrevivir en agua con As a una concentracion de hasta 900 pg/mL, a 85°C
y otros metales toxicos, con una bioacumulacion de hasta 26 pg/g de masa seca. La
especiacion se realizé utilizando fotones de sincrotron de una energia especifica para
As, mediante la técnica SR-XRF-XANES (synchrotron radiation X-ray fluorescence
analysis combined with X-ray absorption near edge spectroscopy), encontrandose
que una fraccion del arsénico retenido es metabolizado hacia la forma
Dimetilarsenato (DMA+V) sugiriendo absorcion. El resto de As bioacumulado seria
principalmente retenido en su forma inorganica As(V), indicando una posible
adsorcion del elemento en su forma inorgénica, forma normalmente presente en el
agua. Aunque debe destacarse que esta adsorcion seria mediante interacciones
fuertes, ya que el As no pudo ser desadsorbido con tratamientos agresivos como
etanol 50% en agua con calentamiento a 60°C durante 45 minutos (Lamela et al.,
2018). Estos antecedentes justifican la hipdtesis y objetivos que se plantean a

continuacion.

El Biofilm en su estado natural en Aguas Calientes. (Foto propia)
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Objetivos
HIPOTESIS

A partir de la revision de los antecedentes en el tema, se plantea la siguiente
hipétesis, los biofilms de microorganismos extremofilos que habitan aguas termales
del Volcan Domuyo en la Patagonia Norte, podrian ser usados para la

biorremediacion de agua contaminada con elementos toxicos como el arsénico.

OBJETIVO GENERAL
Analizar la capacidad adsorbente y/o absorbente de As de los biofilms de
microorganismos extremofilos que habitan aguas termales del VVolcan Domuyo en la

Patagonia Norte para determinar su potencial biorremediador.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Caracterizar biologicamente los biofilms
- Optimizar las condiciones para el cultivo in vitro de los biofilms
mediante ensayos con diferente iluminacion, temperatura 'y pH.

- Medir la bioacumulacion de As de los biofilms.

Analizar la capacidad de remediacion del agua por los biofilms.
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Capitulo II.

Marco tedrico y antecedentes.

Metales pesados, el arsénico y su toxicidad.
Los metales pesados son un grupo de metales y metaloides con una densidad

atémica superior a los 4000 kg/m3. Estos son una de las causas de contaminacién mas
comunes, tanto en agua como en suelo y el incremento en las concentraciones de metales
pesados en el medio ambiente causa una creciente preocupacion en la comunidad médica
y cientifica. Principalmente porque son de naturaleza toxica, lo que causa graves
enfermedades a los seres humanos y los animales, incluso en muy baja concentracion. La
liberacion de metales pesados en los sistemas acuaticos puede dar lugar a diversos
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos. Estos pueden dividirse en dos clasificaciones
generales que incluyen los efectos de los metales pesados en el medio ambiente y los
efectos del medio ambiente en los metales pesados. La primera clasificacion depende de
las condiciones naturales y en gran medida de la concentracion de especies de metales
pesados en el agua. La segunda clasificacion subraya que las condiciones de las aguas
receptoras pueden provocar un ajuste en la especiacion y la nocividad de los metales
pesados (Harsha et al., 2019). Los cambios, como la biometilacion y la disminucion de la
concentracion de la forma inorganica, son impactos del medio ambiente sobre los metales
pesados y esto es particularmente relevante porque las formas metiladas suelen ser mas
toxicas que las inorganicas (lgiri et al., 2018).

Este es el caso del arsénico (As), que aunque su abundancia en la corteza terrestre
es baja (0,0001%), los niveles de As en el ambiente son variables, ya que es un elemento
con muy alta movilidad. Por lo que en algunas regiones, su concentracion en el agua
alcanza niveles toxicos, como ocurre en Bangladesh, India, América Latina y aguas
termales sobre geologia volcanica (Bundschuh et al., 2012; Bardach et al., 2015; Shakoor
et al., 2017; Lamela et al., 2018 y 2019). Lamentablemente, el ambiente puede afectar de

diversas formas al As, pudiendo sorberse o desorberse de particulas, cambiar de estado de
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oxidacion al reaccionar con oxigeno u otras moléculas del aire, del agua o del suelo o por
accién de microorganismos (Litter M et al., 2010). La presencia de elevados niveles de
As en agua esta directamente relacionada con su liberacién desde la fase solida, con
fendmenos de transporte y de transferencia a otros medios, a procesos de dilucion por
mezcla (Litter M et al., 2010) o a procesos geotérmicos (Lamela et al., 2019). Debido a
su alta movilidad en agua y su capacidad de transformacion, el As estd ampliamente
distribuido en la biosfera, y todos los organismos tienen sistemas de detoxificacion para
este elemento. La biotransformacidn por metilacion del As o de moléculas tioarsenicales
es el principal proceso de detoxificacion y ocurre tanto en los organismos acuaticos como
en los terrestres, incluyendo al ser humano. Este proceso de detoxificacion ha sido
descrito en bacterias, algas, hongos, invertebrados y vertebrados, sin embargo, la
naturaleza de dicha biotransformacion puede mostrar ciertas diferencias segun el
organismo involucrado (Thomas et al., 2004; Singh et al., 2007; Yang y Rosen, 2016;
Herath et al., 2018; De Loma et al., 2018). La metilacion es tanto un proceso de
detoxificacion, como de activacion del As. Mientras el As(V) metilado es menos toxico y
genotoxico que el As(V) inorganico, el As(l11) metilado es mas toxico y genotoxico que
el As(111) inorganico (Olmos y Ridolfi, 2018). Asi, la exposicion crénica al arsénico se ha
asociado con el desarrollo de una amplia gama de enfermedades y problemas de salud en
los seres humanos como canceres (por ejemplo, de pulmon, piel, higado, vejiga y rifion) y
otros trastornos no malignos (por ejemplo, enfermedades respiratorias, cardiovasculares,
diabetes, neurotoxicidad y enfermedades renales). La toxicidad del As y sus metabolitos
se relaciona a la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno intracelulares
(ROS y NOS), que median multiples cambios celulares al alterar las vias de sefializacion
0 causan un dafio oxidativo directo a las moléculas como el ADN, y a las modificaciones
epigenéticas (Hu et al., 2020). Aunque se ha descrito que los antioxidantes pueden
reducir los niveles de ROS y NOS vy prevenir en gran medida los dafios inducidos por el
arsenico (Soria et al.,, 2008, 2014, 2015, 2018; Ramos Elizagaray et al., 2018), la

toxicidad del As s6lo puede disminuirse, reduciendo la exposicion a este elemento.
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Arsénico en Neuquén, descripcion del area de estudio
La Patagonia Norte es un territorio de aproximadamente 300.000 km?, entre

los paralelos 37° y 42° Sur en Argentina. La atraviesan los rios Neuquén y Limay,
que a la altura de la ciudad de Neuguén, confluyen formando el rio Negro, el cual
desemboca en el Océano Atlantico. Estos rios nacen en la zona cordillerana.
Particularmente, el rio Neuquén, nace cerca del volcan Domuyo, un estratovolcan
dormido del norte de la provincia de Neuquén (4707 m). El volcan Domuyo tiene el
segundo mayor flujo advectivo de calor de cualquier sistema geotermal en el mundo
después de Yellowstone. En su ladera oeste existen varias fuentes hidrotermales que
fluyen hacia el rio Varvarco, tributario del rio Neuquén. Al sureste del Domuyo,
también en la provincia de Neuquén, se encuentra el volcan Copahue, un
estratovolcan activo (2997 m), donde nace el rio Agrio (Lamela et al., 2018 y 2019).
Al igual que en otras partes del mundo, donde la geologia volcénica se relaciona a la
presencia de arsénico en el agua, el arsénico en las aguas del Domuyo y el Copahue
se asocia con el vulcanismo paleozoico y los procesos geotérmicos del Mesozoico
temprano (Lamela et al., 2018 y 2019). Las mayores concentraciones de As (400-
950 ug/L) se encontraron en aguas con 85°C, pH de 8.5 y alta conductividad en
laderas del volcan Domuyo. Mientras que una menor concentracion (250 pg/L) fue
hallada en el rio Agrio superior y (25 ug/L) en arroyos sobre la Formacion Piedra
del Aguila, también de origen volcanico pero perteneciente al Jurasico (Lamela et
al., 2019). En la imagen 1 se muestra un mapa con los diferentes sectores, las zonas
de fuentes termales, las temperaturas geotermométricas entre otras caracteristicas del
area termal del Volcan Domuyo (Tomado de Pesce, 2013). En el mismo se pueden
identificar los sectores de Aguas Calientes y de Los Tachos, de donde se

recolectaron las muestras de microorganismos extremofilos.
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Imagen 1: Area Geotermal del Domuyo

En consecuencia, los puntos de muestreo fueron las fuentes de aguas termales
presentes en las laderas del volcan Domuyo, en particular las 1lamadas “Los Tachos”
y “Aguas Calientes”. Las cuales corresponden a diferentes sectores del sistema
geotermal del Domuyo con diferentes caracteristicas geoldgicas y geoquimicas. Es
asi que “Los Tachos” pertenece al Sector Il (Imagenl) cuyas aguas termales son del
tipo cloruro-alcalinas, ricas en sodio y cloruros con una relacién K/Ca >1. Por otro
lado, “Aguas Calientes” pertenece al Sector Ill, cuyas aguas son del tipo cloruro-
alcalinas, ricas en sodio y cloruros, pero con menor concentracion de potasio que el

sector anterior (Pesce, 2013).

El protocolo de muestreo fue autorizado por el Sistema Provincial de Areas
Naturales Protegidas de Neuquén (Disposicion ANPRF N° 04/2018 y ANP N°
0178/11), y el Ministerio para el desarrollo territorial de la provincia de Neuquén
(Resolucion COPADE No. 389/11). Para tramitar esta autorizacion de colecta

cientifica en el 2019 se presento el proyecto marco que se viene desarrollando en el
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laboratorio de la Dra. Bongiovanni, directora de esta Tesis (detalles en Lamela et al.,

2018 y 2020 y en la descripcion de la Seccidn "Materiales y Métodos").

Métodos de remediacion de Arsénico: ventajas y desventajas.
Existen varios métodos disponibles para la remocion de arsénico del agua en

grandes plantas de tratamiento convencionales. Las tecnologias mas usadas incluyen
oxidacién, co-precipitacion y adsorcién en floculos coagulados, tratamiento con
carbonato de calcio, adsorcion en distintos medios, resinas de intercambio i6nico y
tecnologias de membrana. A escala mas pequefia se aplican generalmente métodos
como el intercambio idnico, adsorcion sobre alimina activada, ésmosis inversa,
nanofiltracion y electrodialisis inversa o métodos solares, entre otros (Litter M. et
al., 2010; Vardhan et al., 2019). Sin embargo, estos metodos son generalmente de
alto costo de operacion y mantenimiento y poco eficientes debido a que resultan en
la acumulacion de grandes cantidades de lodos, membranas o fléculos
contaminados. Por lo tanto, es importante desarrollar un sistema robusto y ecolégico
con metodos de tratamiento econdmicamente viables para la eliminacion de As
(posiblemente capaz de remover metales pesados en general) del sistema acuatico
salvaguardando asi el medio ambiente. Entre los factores para seleccionar una
tecnologia de remocion eficiente de As, el factor econdmico es uno de los mas
importantes. Mientras que, desde el punto de vista técnico, las caracteristicas
fisicoquimicas y microbiologicas del agua como los materiales disponibles en la
region, deben considerarse para elegir el método mas apropiado. La seleccién
también dependera grandemente de la especie quimica mayoritaria, la composicion
quimica del agua (otras especies quimicas contenidas), el potencial de reduccion, la
dureza, la presencia de silice, sulfatos, fosfatos, hierro, los volimenes a ser tratados
y el grado de sofisticacion que pueda ser aplicado. No se debe dejar de considerar la

manipulacion y disposicion final de los residuos generados (Litter M et al., 2010).
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Biorremediacion por medio de biosorcion.

La biorremediacion es un conjunto de técnicas utilizadas para la remocion de
contaminantes ambientales del ecosistema. Utiliza los mecanismos biol6gicos
inherentes a los microorganismos y las plantas para erradicar residuos peligrosos y
disminuir su impacto ambiental. El principio basico de la biorremediacion es la
reduccion de la solubilidad de estos contaminantes ambientales cambiando el valor
de pH, utilizando reacciones redox o mediante la adsorcion de los contaminantes del
medio (Ojuederie et al., 2017). Su ventaja sobre la remediacion tradicional radica en
que la relacién de costo beneficio por el uso de reactivos quimicos y el consumo de
energia es mucho menor mediante los métodos biolégicos. Ademas se disminuye la

liberacion de productos secundarios toXicos.

El proceso de biorremediacion requiere del uso de microorganismos nativos,
geneticamente modificados o bien adaptados a las condiciones en las que se
trabajara. En particular, la biorremediacién de metales pesados sera mas eficiente si
se utiliza un consorcio o comunidad de bacterias en vez de la aplicacion de una sola
cepa (Kang et al., 2016). Una de las capacidades que se utiliza de los
microorganismos es la biosorcion que implica la remocion de metales pesados,
compuestos y/o particulas de una solucion por medio de materiales biologicos,
mediante un proceso pasivo de adsorcion ya sea por biomasa muerta o viva. La
biosorcion ofrece los siguientes beneficios: bajo costo operativo, alta eficiencia en la
remocion de metales adn de soluciones muy diluidas, la posibilidad de la
recuperacion de los metales sorbidos de la biomasa y bajo volumen de desechos
bioldgicos contaminados que hay que disponer (De Philippis et al., 2007). Los
mecanismos por los cuales se realiza la biosorcion, pueden ser dependientes del
metabolismo del microorganismo o del lugar de la célula en donde se sorbe el metal.
El primero utiliza organismos vivos y comprende mecanismos dependientes del
metabolismo celular como el transporte a traves de la membrana y la precipitaciéon o

independientes del metabolismo celular como son la complejizacion, el intercambio
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ionico, la adsorcién fisica y la precipitacion. El segundo, en cambio, utiliza
organismos vivos 0 muertos, y comprende la adsorcion intracelular, la precipitacion
0 adsorcion en la superficie celular o extracelular (Gupta et al., 2016). En particular
la adsorcion o precipitacion por secuestro de iones de los metales pesados se obtiene
por una cubierta de macromoléculas organicas complejas sobre las superficies
celulares que poseen los microorganismos como defensa ante condiciones de estrés
medio ambiental (Sheng G.P et al., 2010).

Recientemente, ha crecido el interés en el uso de cianobacterias para
biorremediacién. Puesto que estas son un gran y variado grupo de microorganismos
fotoautotrofos que combinan la capacidad de realizar una fotosintesis oxigénica
como una planta con las caracteristicas tipicas de un organismo procariota. La
cubierta extracelular de las cianobacterias muestra algunas caracteristicas tipicas que
las distingue de otras bacterias: normalmente contienen acidos urénicos y grupos
sulfato que le confieren una alta densidad de cargas negativas, apropiada para la
interaccion con iones metalicos (Micheletti et al., 2008). Ademas, las cianobacterias
extremofilas son particularmente interesantes porque rednen caracteristicas
distintivas debido a que los ambientes hostiles estimulan a los microorganismos a
producir mecanismos mas eficientes de bioadsorcion para asegurar su supervivencia
(Giovanella et al., 2020).

Microorganismos extremofilos de la Patagonia Norte.
En investigaciones previas se observo que los biofilms formados sobre rocas

en arroyos contaminados con As del volcan Domuyo acumulan hasta 26.2 g As por
g de biofilm seco. Resultados preliminares sugieren que se trata de biofilms
constituidos principalmente por cianobacterias que denominamos “Cianobacterias
del Domuyo”. Estos microorganismos son del tipo extremofilo por tratarse de agua a
85°C, con hasta 950 pg/L de As y otros elementos volcénicos toxicos (Lamela et al.,

2018 y 2019). En este trabajo previo también se evalud el potencial uso de esta
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comunidad como un posible biosorbente, se estudidé la capacidad de retencion de
elementos. Para ello las muestras de microorganismos fueron sometidas a
condiciones agresivas de extraccién, se observo una alta capacidad de biosorcion de
elementos toxicos. Mas del 95% de elementos como Ti, V, Ga, Ge, Cr, Ni, Cu, Mny
As no pudo ser desadsorbido con extraccion alcohdlica y temperatura, previéndose
un bajo “leaching” post-remediacion (Lamela et al., 2018). Concluyéndose que
deberian continuarse los estudios de estas “Cianobacterias del Domuyo” por su
aparente capacidad de biorremediacion, dando lugar a los estudios realizados en la
presente tesis.
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Capitulo III.

Materiales y Métodos
Toma de muestras.

En el mes de abril se recolectaron muestras de agua y de las “Cianobacterias
del Domuyo” tanto en el paraje conocido como “Los Tachos”, como en la zona
denominada “Aguas Calientes” en donde se tomaron de dos lugares que
denominamos, “Naciente” y “Arroyo”. Debido a la alta concentracion de As en la
zona de muestro, las muestras de las comunidades, del tipo “biofilm” fueron
recolectadas utilizando elementos de proteccion personal como guantes, gafas,
guardapolvo de laboratorio y calzado de seguridad y guardadas en bolsas plasticas
de muestreo. Estas fueron cerradas herméticamente y refrigeradas hasta el ingreso al
laboratorio (Laboratorio de Biotecnologia Ambiental del PROBIEN), donde fueron
inmediatamente pasteurizadas a 60°C por 3h para prevenir contaminacion por
microorganismos ambientales no-termofilos. Las muestras de agua fueron filtradas
con filtro de 0.22 de poro para extraer las bacterias nativas, reservadas en envases
estériles y mantenidas en frio durante su traslado al laboratorio y hasta su analisis
dentro de los primeros dos dias. Por otro lado, se determind in situ la temperatura, el
pH y la conductividad de las fuentes de agua termal.

Las Cianobacterias del Domuyo se separaron segun el color o morfologia, en

las siguientes categorias (Tabla 1).

Tabla 1: Comunidades recolectadas

Aguas Calientes

Los Tachos Naciente Arroyo
Blancas Blancas Marrén
i . Marrén

Rojas Rojas estructurada

Verde filamentosa

Verde filamentosa

Verde compacta

Verde compacta
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En el laboratorio, las muestras fueron divididas en tres fracciones. Una de las
fracciones fue incubada en condiciones estandares de crecimiento (stock). Una
segunda fraccion fue congelada y mantenida a -12°C. La otra fraccion fue
congelada y secada en liofilizador para su posterior analisis por Fluorescencia de
Rayos-X (XRF).

Condiciones estandares de crecimiento.
Las Cianobacterias del Domuyo fueron cultivadas en medio liquido

recomendado para algas de agua dulce, terrestres, termales y de agua salada
(Waterbury y Stanier, 1981).

Para preparar este medio, se utilizo medio comercial Hoagland suplementado
con 0.31g/L de (NH4)sM07024, 0.6g/L de Citrato de sodio y 0.05g/L de CoCl;
(pH=6). El medio fue esterilizado en autoclave y una vez frio, fue suplementado con
0.002mg/L de vitamina B12. Fracciones de aproximadamente 20-30g de cada
comunidad fueron cultivadas en frascos de 100mL (Cultivo en Batch), dentro de una
sala acondicionada a 25°C (£4°C), con un régimen de iluminacién luz:oscuridad de
16:8hs. Cada 14 dias de cultivo, la biomasa fue filtrada y se renové el medio,
manteniéndose la proporcion de 20-30g cada 50 mL de medio. Después de meses
de adaptacion, se determind el peso humedo del biofilm en cada recambio de medio
para determinar la tasa de crecimiento en diferentes condiciones de cultivo. En todas
las etapas se trabajo en cabina de bioseguridad y se mantuvieron las condiciones de

esterilidad.

Condiciones de crecimiento con diferente iluminacion.
Se evalué el crecimiento de las comunidades cultivadas con distintos tipos de

iluminacion utilizando arreglos de LEDs rojo y azul en una proporcion 2:1; rojos,
azul y blanco en una proporcion 2:1:1 (mantiene condicién previa) y una luz
compuesta de varias longitudes de onda, especial para el crecimiento vegetal.
Fracciones de 5g de cada comunidad fueron cultivadas durante 10 dias. El

crecimiento fue determinado por peso humedo.
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Condiciones de crecimiento en diferentes pH.
Se realizaron curvas de crecimiento en medios de cultivo modificado con
NaOH y HCL para lograr diferentes pH. Para la realizacién de las curvas de
crecimiento, 5g de cada comunidad fue cultivado durante 14 dias en medio de pH 5,

6 (mantiene condicion original), 7 u 8.

Otras condiciones de crecimiento.
Para evaluar otras condiciones extremas de supervivencia, se analizo la

viabilidad luego del congelamiento a -12°C (£3°C).

Ensayos de Biorremediacion de agua contaminada con As.
A partir de los resultados obtenidos en las diferentes condiciones de

crecimiento, se selecciond para los ensayos de biorremediacion la comunidad blanca
de Los Tachos. Porciones de 5g fueron cultivadas por duplicado durante 7 y 9 dias
en medios conteniendo diferentes concentraciones de As (Opg/L y 250ug/L).
Tambien se realizaron controles del medio de cultivo con As, sin microorganismos,
para evaluar alguna posible modificacion del medio durante el periodo de
incubacion (Tabla 2). La concentracion de As en el medio de cultivo se midio
mediante QUANTOFIX ® Sensitive Arsenico (rango 0.005-3.000 mg/L As) de
MACHEREY-NAGEL GmbH&Co. La certeza del método fue controlada con
soluciones de As elaboradas con patrones certificados (TraceCERT® standards de
Sigma-Aldrich). La biomasa fue pesada para calcular el crecimiento y
posteriormente fueron secadas en estufa a 50°C para analizar su composicién

elemental por Fluorescencia de Rayos-X.
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Tabla 2: Disefio del ensayo de

biorremediacion.

. Tiempo de
Rotulo As [ug/L] cultivop(dl’as)

0-7 0 7
0-9 0 9
250-7 250 7
250-9 250 9
250-7* 250 7
250-9* 250 9

*: controles con medio de cultivo sin
biofilms. Todos fueron realizados por
duplicado

Determinacion de la composicion elemental de las cianobacterias por
XRF.
El analisis por XRF requiere el acondicionamiento de las muestras de

comunidades termofilas en pastillas, para lo cual se realizaron tandas de secado, la
primera apenas llegada al laboratorio, luego a los 3 meses de cultivo y a los 7 meses
al finalizar el bioensayo. Las primeras muestras fueron liofilizadas (rotuladas como
“liofilizadas™), mientras que las dos siguientes fueron secadas en estufa (rotuladas
como “secadas”). Las muestras que formaron parte del ensayo de biorremediacion
para determinar su concentracion de As, también fueron secadas en estufa. Tanto las
muestras liofilizadas como las secas en estufa fueron molidas en mortero de 4gata y
prensadas en pastillas de 1.35cm de diametro, a una presion de 150bar en una
prensa hidraulica. Las mediciones por espectroscopia de Fluorescencia de Rayos X
(XRF) se realizaron en el Laboratorio de Técnicas por Fluorescencia de rayos X No
Convencional (LTFNC; Pérez et al., 2016) del Instituto de Fisica Enrique Gaviola,
CONICET-Universidad Nacional de Cordoba, bajo la supervision del Dr. Roberto
D. Pérez.

Para la obtencién de los espectros de fluorescencia se usG un equipo
convencional de XRF que cuenta con un detector de estado solido de diodo de Si
con un limite minimo de deteccion (MDL) de 0.1 pg de As/g de peso seco. Las

muestras se colocaron en el plano horizontal a 90° del haz incidente para minimizar
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la dispersion y fueron excitadas con un haz monocromatico de 17.44 keV de 2mm
de diametro. Para reducir el error estadistico a un nivel aceptable, se irradiaron
ambos lados de cada pastilla con un tiempo de conteo por punto de 1800s
(desviacion estandar relativa <1%). Los espectros fueron procesados por el software
PyMca (libre) desarrollado por el grupo de software de la Instalacion Europea de
Radiacion Sincrotron (Sole et al., 2007).

Para la cuantificacion de los elementos en las pastillas, se us6 el método de
parametro fundamental calibrado con materiales de referencia certificados. Para la
cuantificacion de As en las muestras liquidas (muestras de agua del lugar) se utiliz6
una solucion de cloruro de estroncio (SrClz) como estandar interno. Los resultados

de concentracion de elementos se expresaron como pg/g de peso seco.

Caracterizacion de las Cianobacterias del Domuyo.
Las muestras fueron fijadas con formol (50% final) para analizar su

morfologia por observacion al microscopio Optico. La viabilidad fue determinada
por tincion con diacetato de fluoresceina (DAF) y observacion en microscopio de
fluorescencia. Para su caracterizacion, las muestras fueron colocadas en
portaobjetos y se tifieron con tincion de Gram o se observaron al microscopio de
fluorescencia para detectar emision natural de la clorofila u otros pigmentos

fluorescentes en cianobacterias.

Determinacion de biomasa mediante la concentracion de Clorofila A (ISO
1992)
La clorofila serd extraida con etanol 90% a 75°C durante 5min. La

absorbancia del extracto filtrado serd medida en espectrofotometro a 665 y 750nm
(A). Luego de acidificar el extracto con HCI 0.12 N se realiza nuevamente la lectura

de absorbancia a 665 y 750nm (Aa). La concentracion de clorofila se calcula como
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ug/L= 29.6*((A665-A750)-(Aa665-Aa750))*Ve/Vm*L (donde Ve= volumen de

etanol y Vm= volumen de la muestra).

Analisis de los resultados.
Todos los ensayos se realizaron por duplicado, se repitieron al menos 2 veces

y se incluyeron los controles adecuados. Los datos fueron expresados como
promedio * error estdndar y se evaluaron mediante modelos de ANOVA seguidos
por la prueba de Tukey (p <0.05) y coeficientes de Pearson (PC) para establecer

correlaciones entre resultados a diferentes concentraciones de As, pH, luz.
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Capitulo IV.

Resultados y Discusion
Condiciones estandar de crecimiento.

Todas las muestras fueron cultivadas en las condiciones descritas como
“estandar” desde su colecta en abril hasta junio con el fin de acondicionarlas a las
condiciones in vitro, seleccionar las mas aptas y disminuir la carga de metales
pesados. Luego de ese periodo de adaptacidn, se observd que Unicamente las
comunidades extremdfilas blancas de Los Tachos y las verdes y blancas de Aguas
Calientes presentaron crecimiento indicando mejor adaptacion a las condiciones in
vitro. Las muestras blancas de Los Tachos, por haber mostrado crecimiento, y las
muestras blancas de Aguas Calientes, por la cantidad con la cual se disponia, fueron
seleccionadas para la continuacion del trabajo. Esta seleccion también permitio
realizar una comparacion significativa entre comunidades similares de diferentes

sitios de muestreo.

Condiciones de crecimiento con diferente iluminacion.
Cuando se evaluo el crecimiento con diferente iluminacion, se observo que

aunque el crecimiento de las comunidades de Aguas Calientes se mantuvo poco
satisfactorio, el arreglo de LED rojos, azul y blanco con una proporcion 2:1:1 fue
significativamente el mejor (Tabla 3), comparado con los LED rojos, azul en una
proporcion 2:1, y particularmente con iluminaciones compuesta de varias longitudes
de onda (arreglo comercializado para crecimiento de plantas).

Por el contrario, las comunidades de Los Tachos muestran mayor
crecimiento. ElI mejor resultado se observd bajo la luz compuesta de varias
longitudes de onda y en segundo lugar, bajo el arreglo de LEDs rojos, azul y blanco
en la proporcion 2:1:1 (Tabla 3). Este resultado sugiere que las comunidades de Los

Tachos podrian necesitar una mayor densidad de flujo de fotones fotosintéticos. Esto
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posiblemente se relacione a la baja concentracion de clorofila de estas comunidades
claras, a las que se denominaron “blancas”. Estos resultados son coherentes con
varios estudios que han descrito que las cianobacterias utilizan la luz azul de forma
menos eficiente para la fotosintesis que la mayoria de los fotétrofos eucariotas
(Luimstra et al., 2018). Esto sugiere que se necesitaran estudios futuros para analizar
los efectos de la iluminacién con diferentes longitudes de onda, a fin de determinar
la mejor combinacién requerida por cada comunidad. No obstante, la comunidad de
Los Tachos también aument6 su biomasa aun en oscuridad, mostrando la capacidad
de almacenamiento de recursos en este biofilm para su crecimiento en circunstancias

adversas.

Tabla 3: Crecimiento de dos Comunidades del Domuyo en distintas condiciones de lluminacién

Comunidad Extremofila A B ¢
[%Biohum] [%Biohum] [%Biohum]
Los Tachos 3+25 11.73 +2.07 43.82+1.94
Aguas Calientes 6.86+2.18 10.12+14.8 2.61+0.51

A(proporcién de LEDs rojo: azul 2:1); B(proporcion de LEDs rojo:azul:blanco 2:1:1); C (luz
compuesta de varias longitudes de onda); [%Biohum] Porcentaje de crecimiento de biomasa
himeda.

Condiciones de crecimiento en diferentes pH.
Luego de seleccionar las condiciones Optimas de iluminacion, las mismas

fueron usadas para evaluar el cultivo a diferentes pH. Los pH inferiores a 5
produjeron la disolucion completa de los componentes del medio, mientras que los
pH superiores a 8 lo alteraron generando un precipitado color marron que fue
considerado como “medio oxidado”. Se determinO que los biofilms de Los Tachos
crecieron mejor a pH 6 y 7 mientras que los biofilms de Aguas Calientes crecieron
mejor a pH 7 y 8 (Tabla 4). Lo cual corresponde con los valores de pH de su
ambiente nativo, obtenidos durante el muestreo, Los Tachos pH 6 y Aguas Calientes
pH 7.
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Tabla 4: Crecimiento de dos Comunidades del Domuyo en distintos pH

Diferentes pH

Comunidad 5 6 7 8
Extremofila [%Biohum] [%Biohum] [%Biohum] [%Biohum]
Los Tachos 34.14+0.11 42.86+0.12 43.23+0.2 30.47%0.13

Aguas Calientes 12.89+7.5 19.26+3.66 21.71+15 24.70+4.56
[%Biohum] Porcentaje de crecimiento de biomasa humeda.

Curvas de crecimiento en condiciones optimas de iluminacion y pH.
Se observé que los biofilms blancos presentaron un crecimiento exponencial

diferente. Las comunidades de Los Tachos mantuvieron durante dos meses una
buena tasa de crecimiento con cada recambio del medio de cultivo, habiendo pasado
cuatro meses desde su colecta (Grafico 1). Después de ese periodo, la tasa de
crecimiento disminuy0. Mientras que las comunidades de Aguas Calientes (Gréafico
1) perdieron rapidamente su capacidad de proliferacion in vitro observandose un
aumento casi nulo de la biomasa (peso) entre los recambios del medio de cultivo.
Esto podria deberse a una baja viabilidad compensada por la pérdida progresiva de
biomasa posiblemente por muerte celular, relacionada a una iluminacion inadecuada
(resultados del parrafo anterior). Es sabido que la luz es un factor esencial para el
desarrollo de biomasa de organismos fotoautétrofos. La pérdida de biomasa podria
también estar relacionada a otros factores no evaluados. Por lo tanto, se observo que
las comunidades de Los Tachos demuestran mejores condiciones de adaptacion para
su cultivo in vitro, mientras que las comunidades de Aguas Calientes serian mas
afectadas por el estrés provocado por el recambio de medio o las modificaciones que
sufrieron al ingresar al laboratorio (temperatura, pH, nutrientes disponibles, régimen

de luz, etc.).
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Grafico 1: Tasa de Crecimiento de las Comunidades

Otras condiciones de crecimiento.
Especimenes de todas las muestras de biofilms de Los Tachos y de Aguas

Calientes fueron guardadas a -12°C (£3°C) durante seis meses. Después de este
periodo de exposicion al frio, los biofilms presentaron un aspecto sélido que se
perdio con el aumento de temperatura dado por las condiciones del cultivo in vitro.
Sin embargo, su estructura permanecio intacta, lo cual sugiere una capacidad del
biofilm para mitigar la exposicion a tensiones externas como en este caso la
ocasionada por la cristalizacion del agua. Estos tratamientos ayudan a determinar la
capacidad de sobrevida de estos microorganismos a diferentes condiciones extremas
y son de gran relevancia para identificar formas de vida con caracteristicas
especiales. Una vez descongeladas durante 24 hs, se las pasteurizé y cultivé durante
6 semanas. Durante todo ese tiempo, no se observé viabilidad en los cultivos en las

condiciones experimentales ensayadas.

Ensayo de biorremediacion de agua contaminada con As.
La capacidad que tienen estos microorganismos para resistir condiciones

extremas de temperatura y altas concentraciones de metales toxicos y también de
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As, los hacen adecuados para ensayos de biorremediacién. En cuanto al crecimiento
que presentaron los biofilms, se pudo observar que la tasa de crecimiento in vitro fue
afectada por el tiempo de cultivo y por la presencia de As (Tabla 5). Este resultado
ya habia sido descrito en condiciones estandar y Optimas in vitro, principalmente
para la comunidad blanca de Aguas Calientes pero en este caso también fue
significativa para la comunidad de Los Tachos. Aquellos que estuvieron menos
tiempo y sin As agregado, presentaron mayor crecimiento. Por el contrario aquellos
que estuvieron mas tiempo y fueron cultivados con 250ug/L de As, mostraron el

menor crecimiento.

La medicion de la concentracion de As en el sobrenadante indica una posible
capacidad de secuestro de As del medio por parte del biofilm, sin liberacion al
medio. Esto es asi, porque el As no fue detectado, tanto para las muestras que
poseian 250ug/L de As, como para aquellas a las cuales no se les agregd As. En
otras palabras, la concentracion de As en el medio, para todas las determinaciones
en presencia de biofilm fue menor de 0.005mg/L de As, limite de deteccion del kit
de As QUANTOFIX ® Sensitive Arsénico. Resultados similares y en condiciones
similares de cultivo, han sido descritos con bacterias que habitan otros ambientes

con altos contenidos de As.

) Tiempo de Crecimiento
Rotulo ASTMIILT  tivo [dias] [%]
0-7 0 7 14.25+0.12
0-9 0 9 10.32 £ 0.37
250-7 250 7 10.57 £ 34
250-9 250 9 1.38+6.6
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Determinacion de la composicion elemental de las cianobacterias por
XRF.
Los resultados de las mediciones por XRF (Tabla 6) indican una disminucién

en la concentracion de As a medida que aumenté el tiempo de cultivo. Las
“liofilizadas” fueron las primeras en ser preparadas para pastilla y luego continuaron
las “secadas” para dar paso a la serie obtenida del ensayo de biorremediacién con
menor concentracion de As. Tomando en cuenta los resultados descritos en el titulo
anterior, es factible que esta disminucién haya ocurrido por el crecimiento de nuevas

células que no habian sido expuestas a su ambiente natural con As.

Tabla 6: Medicion de la concentracion de As en las pastillas.

Pastillas Concentracion de As [mg/L]

0-7 9.27

0-9 10.84

250-7 13.02

250-9 6.82

Liofilizada (abril) 23.27

Secadas (Julio) 13.51
Std* 26

*Standard, muestra caracterizada previamente, datos publicados en
Lamela et al.,2018

Determinacion de biomasa mediante la concentracion de Clorofila A
(IS01992).
Usualmente las cianobacterias poseen clorofila A, por lo que estos miembros

de la comunidad pueden ser identificados por su fluorescencia natural (entre otros
criterios). Sin embargo, al haberse seleccionado las comunidades blancas para
continuar los ensayos in vitro, se hallé que la concentracion de Clorofila A estaba
por debajo del limite de deteccion de esta técnica colorimétrica. Este resultado se

relaciona a la habilidad de las cianobacterias de adaptarse a las condiciones
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ambientales. Otros estudios indican que las cianobacterias cultivadas con diferente
luz, pueden cambiar la redistribucion del flujo de energia entre los dos fotosistemas
que impulsan la fotosintesis, pudiendo utilizar otros pigmentos diferentes a la
clorofila. A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se estd considerando
como herramienta para evaluar la viabilidad y la identificacion en trabajos proximos,
la determinacion de pigmentos accesorios como las ficocianinas (color azulado) o

ficoeritrinas (color rojo).

Caracterizacion de las Cianobacterias del Domuyo.
Los andlisis morfologicos mostraron que la comunidad termofila esta

constituida principalmente por las cianobacterias, que presentan fluorescencia
natural, posiblemente por la presencia de clorofila. Por otro lado, al realizar la
tincion con DAF se observo fluorescencia verde (Imagen 5), y otros colores que
emiten en distintas longitudes de onda, por lo que no descartamos la presencia de
pigmentos accesorios, al ser estos fluorescentes (Wu J. et al., 2019).

Por medio de la tinciébn Gram positiva y negativa, asi como el uso de tinta
china, se determind la presencia de diatomeas (Imagenes 2 y 3), bacterias (cocos) y
hongos (Imagen 4), que se presume, estarian formando un consorcio junto con las
cianobacterias.
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Imagen 2, Diatomea Imagen 3, Diatomea

Imagen 4, Cianobacterias y bacterias Imagen 5, Fluorescencia verde con DAF
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Conclusiones

Tras los resultados obtenidos de las experiencias realizadas, se comprob6 que
la comunidad extremofila de Los Tachos denominada “blanca” mostré una mejor
adaptacién a las condiciones in vitro y obtuvo mejores resultados tanto para las
diferentes iluminaciones utilizadas, cuanto para el cultivo a diferentes pH. A pesar
de no haber sido viable luego de ser expuesta a bajas temperaturas, si demostro
crecimiento en la oscuridad. Con respecto a esto, se observé que presumiblemente
sus rasgos extremofilos aporten la resistencia necesaria para seguir estudiando su
posible uso como biorremediador. Por su parte, los bioensayos realizados con As
sugieren que la interaccion entre el biofilm y el As resultarian en el secuestro y
posible retencion del metal pesado. Mientras que los resultados en relacion a
pigmentos fotosintéticos y los andlisis morfologicos llevados a cabo son

preliminares y necesitan ser ampliados para llegar a una conclusion.

Por lo expuesto se puede decir que hay mucho trabajo por hacer, que ese
trabajo se enmarcara en una tesis de doctorado para dar continuidad a estas
investigaciones y que estos biofilms tienen caracteristicas Unicas que sugieren
diversas aplicaciones innovadoras. “Detrds de cada linea de llegada, hay una de

partida”, Santa Madre Teresa de Calcuta.
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