MASTER IN
“B BIOTECHNOLOGY OF
& ENVIRONMENT
AND HEALTH

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

Remediacion de aguas
contaminadas con
hidrocarburos clorados (TCE)
mediante bioaumentacion y
nanoparticulas de hierro cero
valente

Trabajo de Fin de Master por:

Ana Belén Muiiiz Gonzalez

Fecha: 21/07/2015



Master en Biotecnologia del Medio Ambiente y la Salud

TRABAJO FIN DE MASTER

Remediacion de aguas contaminadas con
hidrocarburos clorados (TCE) mediante
bioaumentacion y nanoparticulas de

hierro cero valente

21 de Julio de 2015

Estudiante: Tutora:

Ana Belén Muniz Ana Isabel Peldez Andrés

&ﬁ/’(

Firma Firma



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo no habria sido posible sin la ayuda de varias personas y asi quiero

agradecérselo.

En primer lugar a la Doctora Ana Isabel Pelaez Andrés por haberme acogido en
su laboratorio para el desarrollo tanto del Practicum | y Il asi como durante el
desarrollo del trabajo fin de méster, gracias por su asesoramiento y ayuda en el
proceso. Agradecer al Doctor Jesus Sanchez todas sus aportaciones siempre

interesantes durante todo el proceso, y por esclarecer dudas en todo momento.

Al Doctor José Luis Rodriguez Gallego por haberme dado la posibilidad de
llegar a este grupo de Biotecnologia Ambiental y Geoquimica de la Universidad

de Oviedo y por tener siempre una palabra de animo.

A Victoria y Alejandra porque sin su ayuda gran parte de este trabajo no habria
sido posible, y gracias por animarme en los dias mas dificiles. A Luis por

resolver mis dudas y ayudarme cuando era necesario.

A mi madre por haber confiado siempre en mi y haberme apoyado incluso

cuando yo no creia, sin ti todo esto no habria llegado a su fin.

A Miguel por ser el mejor compafiero de viaje, por ayudarme, apoyarme y

entenderme.

A los que no estan, mi abuelo y mi padre, porque sin ellos no seria quien soy ni
habria sido capaz de luchar dia a dia, gracias por todo lo que me ensefasteis y

por la fuerza que me llega.



RESUMEN

La descontaminacion de terrenos y aguas subterraneas mediante técnicas sostenibles
ha sido un tema de recurrente importancia en los ultimos afios, de ahi que hayan
surgido diversas aproximaciones de biorremediacion con la perspectiva de desarrollar
mecanismos de menor coste y menos agresivos con el medio ambiente. Siguiendo
dicha corriente en el presente trabajo se han explorado estrategias de biorremediacion
para la degradacion del compuesto organoclorado tricloroetileno (TCE), mediante la
utilizacion de bacterias seleccionadas previamente. Para ello se han desarrollado
cultivos de enriquecimiento con TCE como Unica fuente de carbono, con el fin de
obtener cepas degradadoras de TCE. La dinamica de las poblaciones bacterianas a lo
largo de los diferentes pases de cultivo se ha estudiado mediante técnicas moleculares
de DGGE y se han aislado 24 bacterias que se han identificado mediante la
secuenciaciéon del gen ribosomal 16S. Posteriormente hemos seleccionado tres
bacterias, pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Rhodocococcus y una bacteria
del orden Sphingomonadales, estudiandose la degradacién del TCE por las mismas,
en presencia y ausencia de diversos cometabolitos previamente descritos por otros
autores. Para potenciar el efecto degradativo y acortar los tiempos de tratamiento,
hemos propuesto combinar la accién de las bacterias citadas y de otras 2 cepas
procedentes del enriguecimiento, del género Bacillus y Agrobacterium, con la de
nanoparticulas (NPs) de hierro cerovalente (nZIV). Con este objetivo procedimos al
analisis de la sensibilidad de las bacterias a las NPs, comprobandose que eran
notablemente resistentes a las mismas. A partir de estos resultados se propone una
estrategia de degradacion combinada que consiste en la adicion de NPs a los
sustratos contaminados, seguida a las 24 horas de la adicion de una o varias de las
bacterias seleccionadas. De esta forma se conseguira una eliminacién mas rapida y
efectiva, tanto del TCE como de intermediarios potencialmente nocivos para el medio

ambiente.

Palabras clave: biorremediacion, bioaumentacion, TCE, cometabolismo, nZIV,
enriguecimiento, DGGE



ABSTRACT

The decontamination of land and groundwater using sustainable techniques has been
a recurring theme in importance in recent year. There have been a number of
approaches to bioremediation with a view to developing mechanisms for lower cost and
less aggressive to the environment. Following this current in this paper we have
explored bioremediation strategies for the degradation of organochlorine compound
trichlorethylene (TCE), using previously select bacteria. Firstly, enrichment cultures
were developed with TCE as sole carbon source, in order to obtain strains degrading
TCE. The dynamics of bacterial along different culture passages populations has been
studied using molecular techniques DGGE and 24 have been isolated bacteria were
identified by sequencing the 16S ribosomal gene. We have subsequently selected five
bacteria belonging to the Pseudomonas, Rhodocococcus genus and a bacteria of
Sphingomonadales order, so we have studied the degradation of TCE by them, in the
presence and absence of various cometabolites previously described by other authors.
To enhance the degradative effect and shorten treatment times, we proposed
combining the action of bacteria cited and 2 bacteria obtained from the enrichment,
Bacillus, Agrobacterium genus, with the nanoparticles (NPs) of zero-valent iron (nZIV).
With this objective we proceeded to the analysis of the sensitivity of bacteria to NPs,
proving that were remarkably resistant to them. From these results combined
degradation strategy consisting in adding to contaminated NPs, followed within 24
hours of the addition of one or more of the selected bacteria proposed substrates. In
this way a more rapid and effective removal of both the TCE as intermediaries

potentially harmful to the environment will be achieved.

Keywords: bioremediation, bioaugmentation, TCE, cometabolism, nZIV, enrichment,
DGGE.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La actividad antropogénica ha sido fuente de generacion de compuestos
toxicos a lo largo del tiempo, algunos de los cuales presentan un elevado poder
recalcitrante, lo cual dificulta su eliminacion del medio. Esta alteracion del
medio ambiente se ha convertido en un tema recurrente en el presente siglo,
de modo que diversos estudios se han enfocado en discernir las metodologias
optimas (Institute of Environmental Health Sciences, USA; University of
Massachusetts) para recuperar, en la medida de lo posible, las condiciones
iniciales del medio, lo que hace necesario conocer las familias responsables de
dicha contaminacion. Concretamente, la contaminaciéon de suelos y aguas
derivada de la utilizacion de hidrocarburos alifaticos clorados (HACs) como el
diclorometano, cloroformo y de forma destacable el tricloroetileno (TCE) ha
comenzado a ser un problema de indole mundial, siendo mas acentuado en
zonas como Indonesia, India y China. En estos lugares, la contaminacion de las
aguas subterraneas por TCE (Ordofiez, 2001) ha elevado el nivel de alerta de
tal manera que se ha fijado el maximo tolerable de TCE en 30 pg/l, con el fin de

controlar la presencia de este compuesto en el agua potable.

1.2 EI TCE y su problemética medioambiental

El TCE es considerado un contaminante primario de acuerdo con la Agencia
para Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) de Estados
Unidos. Ademas, es un compuesto quimico de sintesis que no aparece de
forma natural en el medio ambiente, y que se presenta en forma liquida e
incolora. Este compuesto esta clasificado como un compuesto organico volatil
(COVs), (Pant and Pant, 2009) ademas de ser un solvente clorado,
perteneciente al grupo de los hidrocarburos alifaticos clorados (HACS),
(Frascari et al., 2014). La complejidad de este compuesto deriva de la
presencia de tres atomos de cloro y un doble enlace en la molécula (Figura 1)
lo que dificulta su degradacion por parte de los microorganismos. En los ultimos
setenta afios el TCE ha sido ampliamente utilizado en diversos procesos

industriales, como solvente en centrales nucleares, en el procesamiento de



textiles o en la produccién de adhesivos, contribuyendo a que la contaminacion
de suelos y aguas subterrdneas por este compuesto se haya extendido
peligrosamente (Doucette et al., 2007). En el caso de las aguas subterraneas el
TCE representa un serio problema debido a que esta contaminacion podria
llegar al agua potable (Artiola, 2007; Schmidt et al., 2013).

Cl Cl

Cl

Figura 1. Estructura quimica del tricloroetileno.

1.3 El TCE y sus efectos sobre la salud

Respecto al impacto que el TCE ejerce sobre la salud humana, es importante
destacar que este depende de varios factores como son: el tiempo de
exposicion, la concentracién del contaminante y la frecuencia de exposiciéon al
mismo. El TCE es un compuesto sospechoso de ser cancerigeno, la exposicion
a altos niveles de este compuesto puede provocar diversos efectos sobre la
salud, dafiando el sistema inmunolégico y produciendo efectos en el sistema
nervioso, rifidén, higado y pulmén, lo que puede inducir el coma. En ciertas
ocasiones en las que la exposicion se prolongue en el tiempo, puede llegar

incluso a causar la muerte del individuo.

1.4 La Biorremediacion: generalidades y aplicaciobn en zonas
contaminadas con HACs

Debido a todos los problemas derivados de la presencia de TCE en el medio
ambiente y lo costosas e ineficientes que son algunas de las metodologias
fisicas o quimicas utilizadas para la remediacion de terrenos y aguas
contaminadas con TCE, se han desarrollado multiples estudios y estrategias

enfocadas a la utilizacién de técnicas biologicas con el propdsito de aumentar
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su eficacia y proceder, de este modo, a su implantacion efectiva en los

sistemas naturales contaminados con este compuesto.

La remediacidbn mediante la utilizacion de microorganismos (biorremediacion)
tuvo su origen en la década de los afios sesenta en los que George M
Robinson realiz6 experimentos encaminados a estudiar el comportamiento de
diferentes microorganismos en presencia de hidrocarburos. Dicha tecnologia
surgio de la necesidad de disminuir el impacto negativo de los vertidos de
contaminantes en los diferentes ambientes utilizando, de acuerdo con las
dimensiones del problema, microorganismos, plantas o enzimas, con el fin de
restaurar la calidad ambiental (Pardo et al.,, 2004). Desde el punto de vista
tecnologico las estrategias de biorremediacion se pueden clasificar en dos: “in
situ”, en la que el tratamiento se realiza en el propio lugar contaminado y “ex
situ”, basada en el traslado del material contaminado a otro lugar para su
posterior descontaminacion (Sanchez y col., 2014). Por otro lado, desde el

punto de vista metodolégico, la biorremediacién se clasifica en:

e Atenuacién: basada en permitir que los procesos naturales reduzcan
las concentraciones de los contaminantes a lo largo del tiempo, con la
participacion de procesos fisicos, quimicos, biolégicos y con un
monitoreo y supervision continuos. Los microorganismos autoctonos,
principalmente bacterias, del medio afectado, utilizan su potencial
enzimatico para mineralizar los contaminantes (es decir, biodegradarlos
completamente hasta CO2), o bien simplemente degradarlos hasta

productos intermedios, ya sea en un ambiente aerobio o anaerobio.

e Bioaumentaciéon: fundamentada en la adicibn de microorganismos
especializados al medio con el fin de facilitar la eliminacién de los

contaminantes, potenciar y optimizar la remediacion.

o Bioestimulacion: basada en la adicion de aceptores de electrones
(oxigeno, nitratos, etc.), de nutrientes (nitrégeno y fosforo), ajustes de
pH, o incluso aporte de cometabolitos con el fin de potenciar la

biorremediacion intrinseca de los microorganismos presentes.
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1.5 Aplicacion de la biorremediacion en el caso del TCE

La degradacion biolégica de TCE puede abordarse mediante tres mecanismos,
requiriendo, para la eleccion de uno u otro, el conocimiento tanto de los
posibles intermediarios generados como de los productos finales obtenidos
(Figura 2). En este sentido, resulta esencial evitar, en la medida de lo posible,
la formacion de algunos intermediarios con un alto poder mutagénico y elevada
toxicidad como el cloruro de vinilo, tratando de generar por tanto productos

inocuos como el eteno y el etano.

Cl\ /H Cl N /C]
C=C C=C
Cl/ \H H " \H
H\ /Cl H o, /Cl
C=C C=C
Cl/ \H H/d \H

Figura 2. Intermediarios generados durante la degradacién microbiana de TCE,
a) 1,1-DCE; b) cis-1,2-DCE; c) trans-1,2-DCE; d) Cloruro de Vinilo.

Los tres mecanismos degradativos se comentan a continuacion:

1) Declorinacion reductora basada en la sustitucion de los atomos de cloro
presentes en la molécula de TCE, por atomos de hidrégeno aportados por
moléculas donadoras (Noell A, 2009; Pant and Pant, 2009). De este modo se
libera &cido clorhidrico y se genera eteno como producto final. Esta
degradacion es realizada por bacterias anaerébicas: Dehalococcoides
ethenogenes, Sulfurospirilum  multivorans, Enterobacter agglomerans,

Desulfitobacterium sp., Dehalospirillum multivorans).

2) La oxidacion aerdbica directa del TCE requiere de la exposicion previa del
compuesto a un proceso de declorinacion reductora. A partir de los
intermediarios y productos generados, como el cis-DCE se desarrolla la
oxidacion directa. Estos compuestos actuaran como fuentes de carbono y

energia (donadores de electrones) para bacterias como Bacillus subtilis.
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Debido a la complejidad del proceso, los factores ambientales y las bacterias

determinan el desarrollo del mismo.

3) El cometabolismo aerobio se postula como el mejor método, desde el
punto de vista medioambiental, ya que ademas de no producir metabolitos
toxicos es el que genera los mejores resultados de degradacion de TCE. El
proceso se basa en la capacidad de ciertos microorganismos para modificar
quimicamente un sustrato a pesar de que carezcan de la capacidad de crecer
en él (Suttinum et al, 2012; Nzila, 2013). Por tanto, las bacterias
cometabolizantes no crecen en presencia del substrato que modifican pero si lo
hacen en presencia de compuestos analogos completamente metabolizables
gue son los que hacen que se exprese la enzima oxigenasa, responsable de la
degradacion del compuesto. Esta necesidad de analogos metabolizables
explica el hecho de que en los ambientes naturales la degradacion total del
compuesto sea un proceso lento. Para que tenga lugar la degradacién aerdbica
del TCE, mediante este mecanismo, se requiere la presencia de compuestos
como el fenol y el tolueno, los cuales actian como cometabolitos, permitiendo
el crecimiento bacteriano asi como la expresion de la enzima oxigenasa que
inicia la degradacion oxidativa y la mineralizacion del TCE. Un ejemplo de
oxigenasas que incorporan oxigeno atmosférico a una amplia gama de
moléculas organicas son las enzimas tolueno dioxigenasa, tolueno
monooxigenasa y metano monooxigenasa. Asi por ejemplo, el TCE puede ser
oxidado por la enzima tolueno dioxigenasa utilizando como cometabolito el
tolueno y los productos de degradacion pueden ser metabolizados por otras
bacterias. Algunas de las bacterias que sintetizan el enzima monoxigenasa son
Pseudomonas putida (Morono et al., 2004; Chen et al.,, 2008), Methylosinus
trichosporium (Hwang et al., 2007; Kocamemi and Cecen, 2010), Rhodococcus
(Frascari et al., 2008)). La eficacia de cepas de Pseudomonas putida utilizando
fenol como cometabolito para la degradacion de TCE, ha sido comprobada en
multiples publicaciones (Chen et al., 2007; Chen et al., 2008). Actualmente, se
han ensayado otras cepas de Pseudomonas como Pseudomonas fluorescens
(Li et al., 2014) obteniéndose un 80% de degradacion del TCE a los tres dias
de iniciar el ensayo. Un experimento novedoso se basa en la utilizacion de

componentes de aceites esenciales procedentes de plantas (Suttinun et al.,
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2009; Suttinum et al., 2010), como cometabolitos, en sustitucion de
compuestos como el tolueno que pueden ser toxicos para el medio.
Concretamente, algunos de los compuestos ensayados fueron el limoneno y el
citral que presentan una estructura quimica muy similar a los cometabolitos
utilizados actualmente. La cepa seleccionada para la degradacion fue

Rhodococcus sp L4.

1.6 Nanoparticulas de hierro cerovalente (nZIV)

La utilizaciébn de nanomateriales para la remediacion de zonas contaminadas
con compuestos clorados ha recibido elevada atencion (Bhattacharyya et al.,
2010) en parte debido a la capacidad de los nanomateriales para transformar
los contaminantes rapidamente a escala de laboratorio, siendo la utilizacion de
las nanoparticulas de hierro cerovalente la mas destacada.

La aplicaciéon de nanoparticulas de hierro cerovalente en la remediacion de
emplazamientos contaminados, tanto en suelos (Henn and Waddil, 2006; He et
al., 2010) como en aguas subterraneas (Bennett et al., 2010; Wei et al., 2010;
O’Carroll et al., 2013) comenzo en la década de los afios noventa. Esta suscitd
un elevado interés debido a su aplicabilidad en la degradacién de diversos
contaminantes mediante la decloracion de compuestos clorados como el TCE
(Song and Carraway 2005) y los bifenilos policlorados (PCBs) (Xu and
Bhattacharyya, 2005), entre otros. Esta metodologia se presenta como un
mecanismo alternativo a la degradacién bacteriana, siendo las nanoparticulas
de hierro cerovalente (nZIV) las mas utilizadas (Figura 3) (Li and Zhang, 2006).
Estas nZIV fueron sintetizadas por primera vez en 1997 (Wang and Zhang,
1997). Su sintesis puede llevarse a cabo mediante diferentes metodologias
como (sonoquimica, electroquimica, reduccién en fase liquida o gaseosa),

siendo las dos ultimas las mas utilizadas.

Estas tecnologias de descontaminacion ofrecen una serie de ventajas (Liu et
al., 2006; Grieger et al., 2010) ya que debido a su pequefio tamafio poseen una
mayor diferencia entre la superficie y el peso, presentando por consiguiente
una mayor reactividad respecto al contaminante en cuestion. Por otro lado, el

hecho de que presenten un tamafio mucho menor que la mayoria de medios

14



porosos, facilitan su aplicacion y transporte en el medio. Todos los aspectos
mencionados son importantes (Zhang 2003; Li and Zhang, 2006) cuando se
decide implementar un protocolo de remediacion utilizando nanoparticulas, por

lo que deberan ser tenidos en cuenta.

R-H

Reduccion i . Reduccién

(n-x)+ 0

/ Me

n+

xTy A~ Me
Oxidacion

(n+z)+

Me

Figura 3. Estructura nucleo-corteza de las nZVI y los diversos mecanismos para

la eliminacion de metales y compuestos clorados.

En la Figura 3 se observan los diferentes mecanismos para la eliminacion de
los contaminantes por parte de las NPs. El fundamento de la metodologia se
basa en el elevado poder reductor que posee el hierro, de modo que se oxida a
la vez que reduce los contaminantes mediante un procedimiento de
deshalogenacion reductora, la cual puede ser llevada a cabo por dos vias
(Arnold and Roberts, 2000): la eliminacién reductora y la hidrogendlisis de los
reactivos, siendo preferible la primera dado que genera productos finales
inocuos y cloruro de vinilo en valores inferiores al 10%. Por contraposicion, el
segundo método genera cloruro de vinilo y otros intermediarios toxicos en

elevada concentracion.
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1.7 Objetivos

Las actividades realizadas en este trabajo se enmarcan dentro de un proyecto
de investigacion destinado al uso combinado de nanoparticulas y bacterias
para la descontaminacion de compuestos organoclorados. En este contexto, se
abord6 la degradacion de TCE, compuesto moderadamente volatil, bajo
distintas condiciones experimentales: a) seleccion y aislamiento de bacterias
capaces de crecer en presencia de TCE, b) analisis de la degradacién de TCE
en ausencia y presencia de cometabolitos y c) propuestas para potenciar la
efectividad de la degradacion de TCE mediante la accién combinada de
nanoparticulas de hierro cerovalente y bacterias. En todos los casos se abordo
bajo condiciones aerdbicas y empleando materiales que permitiesen un bajo
coste de los experimentos. Los objetivos que se abordaron fueron los

siguientes:

1. Aislamiento e identificacion de bacterias degradadoras de TCE a partir
de un suelo contaminado con lindano (compuesto clorado) mediante

cultivos de enriquecimiento, utilizando TCE como fuente de carbono.

2. Estudio de la dinamica poblacional, a lo largo del tiempo, de los
microorganismos presentes en el suelo contaminado en presencia del
TCE.

3. Andlisis de la degradacion microbiana de TCE mediante cometabolismo
utilizando como co-sustratos el fenol y dos componentes de aceites

esenciales como son el limoneno y el citral.

4. Aproximaciones experimentales para la degradacion de TCE mediante
la aplicacion combinada de nanoparticulas de hierro cerovalente (nZVI1) y

bioaumentacion.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Medios de cultivo

2.1.1 Crecimiento bacteriano y experimentacion

e Medio GAE, para el crecimiento de microorganismos heterotrofos. La

composiciéon para un volumen de 750 ml de agua destilada es:

©)

O

O

Glucosa: 7.5¢.
L-Asparagina: 0.750g.
Levadura: 0.375g.
MgSO0a4: 0.375g.
FeSOa4: 0.0075g.
Agar: 159.

K2 HPO4: 1.5 ml (adicién una vez autoclavado el medio).

e Medio Bushnell Haas Broth, medio mineral para el crecimiento de

microorganismos degradadores. No contiene fuente de carbono, por lo

que se suplementa con la fuente de carbono de interés (10, 20 mg/l

TCE). Para su preparacion se disuelven 3.27 g del medio en 1000 ml de

agua destilada. La composicion del medio se detalla a continuacion:

o

o

o

MgSOa: 0.29g/l.
CacClz: 0.02g/l.
KHPOa: 1g/l.
K2HPOa: 1g/l.
NH4NOs: 1g/l.
FeCl: 0.05g/l.

e Medio Tryptic Soy Broth (TSB), para el crecimiento de microorganismos

heterétrofos. Se afiaden 30 g a 1000 ml de agua destilada. Su

composicién es:

o

o

o

Bacto Tryptone (digerido pancreatico de caseina) 17,0g.
Bacto Soytone (digerido péptico de harina de soja) 3,09.

Glucosa (dextrosa) 2,5g.
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o Cloruro sadico 5,0g.

O

Fosfato dipotasico de hidrogeno 2,59.

e Medio mineral (MM), medio sintético para el crecimiento de

microorganismos degradadores. Se suplementa con la fuente de

carbono de interés (10 mg/l TCE) y su composicion para un volumen de

1000 ml, ajustado a pH 7 se detalla a continuacion:

O

O

©)

KH2POa4: 0.68g.
Na2HPO4: 1.89.
MgSO4: 0.05g.
CacClz: 0.02g.
FeSOa: 0.02g.

Oligoelementos (preparado): 1ml.
= FeCls.6 H>O: 1.93¢g/l.
= MnO4S H0: 0.18gl/l.
»  H3BOs: 0.45g/l.
= ZnS0.4.7 H20: 0.0229/I.
= C,;S0..5 H,0: 0.005g/l.
*  MoNa;04.2 H20: 0.003g/l.

2.1.2 Conservacién de cepas bacterianas

e Liofilizacion:

o

o

Trehalosa 1.7%: 0.85¢g
Leche descremada: 1g

o MOPs 0.125%: 0.625¢g
o Agua milliQ: 50ml

e Crioconservacion:. para 500 mi

o 75 ml de glicerol

O 4.25 g de Cloruro de sodio

o 425 ml de agua destilada.
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2.2 Métodos de analisis microbioldgico

2.2.1. Aislamiento de microorganismos degradadores de TCE mediante
técnicas de enriquecimiento selectivo

La técnica de enriquecimiento selectivo se realizé en matraces con 100 ml de
medio mineral BH suplementado con 10 mg/l o 20 mg/l de TCE como fuente de
carbono. El medio fue inoculado con 1g de suelo contaminado con lindano
(compuesto organoclorado mas complejo que el TCE) y se incubé en agitacion
a 250 rpm y 25 °C durante una semana. Transcurrido ese tiempo, 1 ml del
cultivo se transfiri6 a 100 ml del mismo medio de cultivo estéril. Pasados 15
dias, se transfiri6 nuevamente 1 ml de cultivo a 100 ml del mismo medio. El
proceso se repitid tres veces, con el proposito de seleccionar aquellos
microorganismos que fuesen capaces de tolerar la presencia del TCE. Al final
de cada una de las rondas de enriquecimiento se procedié al recuento y
posterior aislamiento de los microorganismos cultivables, mediante diluciones y
siembra en placa en el medio GAE y BH suplementado con glucosa.
Paralelamente, se tomd una alicuota para la extraccion de ADN total, el cual
fue sometido a electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)
con el objetivo de obtener informacion sobre los microorganismos totales
presentes en cada uno de los pases de enriquecimiento y analizar la dinamica
poblacional, a lo largo del tiempo, de los microorganismos en presencia del
TCE.

2.2.2 Amplificacién del gen codificante del ARN ribosomal 16S

Una vez aisladas las bacterias cultivables, se realizé la amplificacion del gen
qgue codifica para el ARN ribosomal (ARNr) 16S, mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando oligonucle6tidos conservados para
Eubacterias,(pA:5"AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3";1492R:5"ACCTTGTTACG

ACTT 3°) (Bruce et al.,, 1992). El volumen de reaccion fue de 50 pl, que
incluyen, 25 ul de Master Mix (dNTPs, buffer, Optitaqg ADN polimerasa), 2 ul del
oligonucleotido pA (10 puM) y 2 ul del oligonucledtido 1492R (10 uM), 5 ul de
ADN y 16 pl de agua. Las condiciones de reaccion fueron: desnaturalizacion

inicial a 95 °C durante 3 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacibn a 95 °C
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durante 1 minuto, anillamiento a 58 °C durante 1 minuto, y extension a 70 °C
durante 1 minuto y 30 segundos, seguidos de una extension final a 70 °C
durante 7 minutos. Los productos de ADN amplificados obtenidos son de 1500
pb, los cuales se analizaron mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1% en Tris-Borato-EDTA (TBE), seguido de una tincidon con el
colorante Midori Green DNA Stain (Genetics) y posterior visualizacion bajo luz
ultravioleta (UV) en el equipo Gel Logic 200 Imaging System. El patron de peso
molecular utilizado fue el ADN del fago Lambda digerido con el enzima de
restriccion Pstl. Los productos amplificados se purificaron con GeneMatrix
Agarose-Out DNA Purification Kit y GeneMatrix Basic DNA Purification Kit
(EURX), dependiendo de que la purificacion del ADN sea a partir de una banda

de agarosa rescatada del gel o bien directamente desde la reaccién de PCR.

2.2.3 Andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP)

Las cepas bacterianas aisladas a partir de los enriguecimientos se agruparon
en ribotipos, mediante el andlisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos
de restriccion del gen que codifica para el ARNr 16S. Para lo cual se digirieron
los productos de PCR con dos enzimas de restriccion, Alul y Haelll. La mezcla
de restriccion se realiz6 en un volumen de 15 pl, que contenia: 0.5 pl del
enzima, 1.5 ul del buffer de cada enzima, 7 pl del producto de PCR y 6 ul de
agua. La mezcla se mantuvo en incubacion durante 2 horas a 37 °C.
Transcurrido este tiempo se analizaron los fragmentos generados en un gel de
agarosa al 1.5% de Tris-Borato-EDTA (TBE) tefiido con el colorante Midori

Green DNA Stain (Genetics) y visualizado en un transiluminador de luz UV.

2.2.4 ldentificacion y secuenciacién de las bacterias cultivables

Los fragmentos del gen codificante del ARNr 16S de las bacterias que
mostraron distintos perfiles de RFLP, se secuenciaron utilizando el kit BigDye R
terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). Los productos
fueron sometidos con posterioridad a electroforesis capilar mediante el equipo

de analisis genético ABI PRISM R 3130xL Genetic Analyzer (Servicios
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Cientifico-Técnicos, Unidad de Secuenciacion, Universidad de Oviedo) y las
secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el software de andlisis de
datos Sequence Scanner Software v2.0 (Applied Biosystems). Finalmente, la
identificacion de las bacterias se realizd mediante la comparacion de las
secuencias obtenidas con aquellas secuencias presentes en la base de datos
BLAST, procedente del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

2.2.5 Conservacion de bacterias

Las bacterias cultivables aisladas se conservan utilizando técnicas de
liofilizacion y crioconservacion. Para ello es necesario obtener previamente

cultivos bacterianos puros y frescos.

e Liofilizacién: Las células bacterianas obtenidas a partir de cultivos
frescos, se resuspenden en 1 ml del medio de conservacion, se
disponen en los viales de vidrio adecuados. Estas suspensiones
bacterianas se congelan a -80 °C y se subliman en un liofilizador
(Tesltar, Cryodos 80).

e Crioconservacion: el contenido de una placa sembrada con la bacteria
a conservar se introduce por medio del asa de siembra en un volumen
de 500 pl del medio de conservaciéon. Todo ello se conservara a -70 °C
en criotubos graduados con junta de silicona y tapén rojo de 1.8 ml
(Labbox) previamente autoclavados a 121 °C.

2.2.6 Andlisis de las poblaciones bacterianas mediante DGGE

La técnica de DGGE (Electroforesis en Geles con Gradiente Desnaturalizante)
utiliza geles de poliacrilamida con una mezcla de urea y formamida que permite
la separacion vertical de fragmentos de ADN con un mismo tamafio pero con
una secuencia de nucledtidos diferente. Los fragmentos que se separan
provienen de la amplificacion por PCR de regiones del ARNr 16S utilizando

iniciadores que contienen en su extremo una cola formada por guaninas (G) y

21


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

citosinas (C) que impiden que las dos cadenas de ADN se separen
completamente en el proceso de desnaturalizacion.

El ADN de doble cadena migra por el gel hasta encontrar una determinada
concentracion de la mezcla (concentracion desnaturalizante) a la cual las
cadenas se separan localmente y el desplazamiento de las moléculas
disminuye o es interrumpido. La concentracion a la cual las cadenas se
separan depende de la secuencia de nucleétidos que presente la muestra, es
decir, del contenido de dobles o triples puentes de hidrogeno, lo cual
dependera de la presencia de pares de bases adenina-timina o citosina-
guanina (Myers et al., 1987). En general, los fragmentos ricos en GCs son mas
estables y permanecen en cadena doble aunque la concentracién del agente
desnaturalizante sea alta. La doble hélice avanza mejor en geles de
poliacrilamida que la hélice simple, lo que hace a los fragmentos situarse en
distintas posiciones del gel. El equipo utilizado para dicho andlisis fue el
DCode™ Universal Mutation Detection System (BIO-RAD), el protocolo

desarrollado se baso en el de Muyzer et al., 1993.

Para el estudio de las muestras de ADN procedentes de los cultivos de
enriquecimiento, se aislé el ADN total a partir de muestras obtenidas a los
tiempos 15, 30 y 45 dias. Los fragmentos amplificados con los cebadores
P3GC:5"CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGL

CTACGGGAGGCAGCAG 3" y 907R: 5’CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 3  se
cargaron en un gel cuyo contenido era: 6% de acrilamida/bisacrilamida (37.5:1,
w/w) en un tampon TAE 0.5X (0.5X Tris-acetato 0.04 M; EDTA 0.001 M pH
8.0), con un gradiente de 35-65% de solucién desnaturalizante (urea 2.8 M
16% formamida y urea 3.85 M 20% formamida). Los agentes polimerizantes
del gel fueron los siguientes: TEMED (N, N, N°, N"-Tetrametiletilenediamina) (1
u/ml) y Persulfato de amonio al 10% (10 ul/ml). La electroforesis se realiz6 a 70
V durante 16 horas. Transcurrido este tiempo el gel se tifid con el colorante
Midori Green DNA Stain (Genetics) durante 45 minutos en oscuridad y
posteriormente se visualizé en un transiluminador bajo luz ultravioleta utilizando

el sistema Gel Logic 200 Imaging System (Kodak).
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2.3 Degradacion de TCE

2.3.1 Andlisis de la degradacion de TCE mediante cometabolismo
bacteriano

El proceso experimental se llevd cabo en recipientes de 100 ml (con cierre
hermético y parafilm para reducir en lo posible las pérdidas del TCE por
volatilizacion) conteniendo 40 ml de medio de cultivo mineral (MM). Como
fuente de carbono se afadié TCE a una concentracién final de 10 mg/l y como
cometabolitos se afiadieron de forma independiente y a la concentracion mas
adecuada descrita en la bibliografia fenol (100 mg/l), citral (61 mg/l) y limoneno
(27 mg/l). Finalmente, se afadi6 1 ml del inéculo bacteriano, previamente
preparado en condiciones de esterilidad en el medio mineral suplementado con
glucosa (5 g/l). Se analizé la capacidad de los microrganismos para degradar
TCE mediante cometabolismo utilizando 3 bacterias aisladas en el laboratorio e
identificadas como Pseudomonas, Rhodococcus y una bacteria del orden
Sphingomonadales. Las dos primeras bacterias se aislaron previamente de
suelos contaminados con hidrocarburos y la uUltima se aislé a partir de los
cultivos de enriquecimiento en TCE (10 mg/l) realizados en este trabajo. Los
cultivos se mantuvieron en agitacién a 150 rpm y 25 °C, tomandose muestras a
los tiempos 0 y 7 dias para cuantificar la concentracién de TCE con el fin de
determinar la degradacion del compuesto por la accion bacteriana. Dado que el
TCE es un compuesto moderadamente volatil, un bote conteniendo MM con
TCE y cada uno de los cometabolitos utilizados, fue incorporado al disefio

experimental para obtener una medida de la posible volatilidad del TCE.

2.3.2 Degradacion de TCE mediante la combinacion de nanoparticulas de
hierro cero valente y bacterias

Para establecer las bases previas en este apartado, es necesario determinar si
la adicion de las bacterias debe ser anterior o posterior a la de las
nanoparticulas. Por este motivo, hemos analizado el efecto de las
nanoparticulas sobre el crecimiento bacteriano con el fin de determinar el

momento mas adecuado para la adicibn de las bacterias y de las
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nanoparticulas. Para ello se utilizaron matraces de 100 ml con 18 ml de medio
MM liquido suplementado con glucosa 5 g/l, a los que se afiadieron
nanoparticulas de hierro cerovalente (NANOIRON s.r.0.), concretamente
NANOFER STAR, a una concentracion de 1 g/l. Posteriormente, se afadid 1
ml del inoculo bacteriano obtenido a partir del cultivo de 24 horas en el medio
MM con glucosa y se incubaron en agitacion a 250 rpm y 25 °C. A partir de
dichos cultivos se tomaron muestras a las 0, 3 y 24 horas, desde las que se
realizaron diluciones seriadas que se sembraron en el medio TSB sdlido con el
fin de realizar un recuento bacteriano. Paralelamente, se corroboro el efecto de
las NPs analizando la viabilidad bacteriana, mediante el uso de colorantes
vitales, y observaciones con un microscopio laser confocal (apartado 2.3.3).

2.3.3 Anélisis de la viabilidad bacteriana.

La viabilidad bacteriana se analiz6 utilizando el Live/Dead Bacterial Viability Kit,
(Molecular Probes) compuesto por los fluoréforos SYTO 9 y loduro de Propidio
(IP) basados en la detecciéon de la integridad de la membrana observandose
una tonalidad verde en las células viables y roja en las células no viables o
dafadas. El analisis se realiz6 a los 7 dias de haberse iniciado el experimento,
en el caso del cometabolismo y a las 24 horas para analizar la posible
interaccion de las bacterias con las NPs en el caso del efecto de las
nanoparticulas. El procedimiento consistié en mezclar, volumen a volumen, la
muestra con los colorantes, de manera que a 10 pl de la muestra se le
anadieron 5 pl de cada uno de los colorantes de viabilidad (SYTO 9 e IP). Las
observaciones se realizaron en un Microscopio Confocal Ultra-Espectral Leica
TCS-SP2-AOBS disponible en los Servicios Cientifico Técnicos de la
Universidad de Oviedo. El principio de este tipo de microscopio, que funciona
con laser, se fundamenta en la eliminacion de la luz reflejada o fluorescente
procedente de los planos fuera de foco (Boyde, 1988). Esta técnica ofrece,
frente a otras, una mayor nitidez y contraste de las imagenes obtenidas, mayor
resolucién vertical y horizontal, enfoque de un Unico plano de la muestra y
obtencion de cortes Opticos seriados permitiendo el estudio tridimensional de la

misma. El funcionamiento se detalla en la Figura 4.
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Figura 4. Componentes y fundamentos de un Microscopio Confocal.

2.3.3.1 Analisis de la viabilidad bacteriana durante el cometabolismo

Para analizar la viabilidad de las bacterias en los experimentos de degradacion
en medio MM con TCE como fuente de carbono y en presencia de
cometabolitos, 7 ml de los cultivos tomados a los 7dias se centrifugaron en
tubos Falcon. Tras recoger el sobrenadante para analizar la concentracion de
TCE, el sedimento conteniendo las células bacterianas se utiliz6 para observar

la viabilidad bacteriana tal y como se describi6 arriba.

2.3.3.2 Analisis de la viabilidad bacteriana en presencia de nanoparticulas
de hierro cero valente

Tal y como se describe en el apartado 2.3.2 antes de realizar los experimentos
de degradacion de TCE combinando el uso de NPs y bacterias fue necesario
determinar el grado de viabilidad de las bacterias en presencia de las NPs.
Para ello, se tomaron muestras a las 24 horas que se tifieron con los colorantes

vitales y se observaron al microscopio confocal.
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2.4 Analisis quimico del TCE

La evaluacion de la degradacion de TCE en los experimentos de
cometabolismo se realiz6 mediante la cuantificacion del contaminante a
distintos tiempos (0 y 7 dias) utilizando la técnica de cromatografia de gases
(GC), espectrometria de masas (MS) en un laboratorio especializado. Se
tomaron 7 ml que se mantuvieron en viales opacos de vidrio a 4°C hasta su

analisis.

2.5 Analisis estadistico de la degradacion de TCE mediante
cometabolismo

Se realiz6 el andlisis estadistico de los valores obtenidos de la cuantificacion de
TCE por GC-MS, para lo cual se utilizé el porcentaje de degradacién para cada
tratamiento. Se realiz6 mediante el programa de andlisis estadistico IBM SPSS
Statistics 22, para lo cual se utilizd el andlisis descriptivo para la obtencion de
los valores de media y error con el objetivo de graficarlo mediante el programa
Sigmaplot 13.0. Por otro lado se desarroll6 el test ANOVA de un factor, basado
en el andlisis de la varianza, tomando como variable dependiente el porcentaje
de degradacion de TCE en cada tratamiento y como variable independiente

cada una de las bacterias ensayadas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estudio microbioldgico

3.1.1 Aislamiento e identificacién de las bacterias cultivables procedentes
de cultivos de enriquecimiento en presencia de TCE.

El desarrollo de cultivos de enriquecimiento a partir de suelos o aguas
contaminadas con diferentes compuestos ha sido utilizado en diversos
estudios, siendo destacable, en el caso de contaminantes como el diésel, el
trabajo de Ciric et al.,, 2010. En el caso del TCE algunos articulos se han
basado en la utilizacion de cultivos de enriquecimiento, a partir de aguas
subterraneas contaminadas con TCE (Schmidt et al., 2013), en un medio
mineral con sales. En ese caso concreto los tiempos de incubacién eran
excesivamente largos, de modo que el procedimiento se acortdé siguiendo las
indicaciones enunciadas en el apartado 2.2.1. Se analizaron las poblaciones
bacterianas cultivables en los tiempos prestablecidos durante el disefio
experimental y se realizaron diluciones seriadas (103-107) a partir de los
cultivos de enriquecimiento, las cuales fueron sembradas en placas de medio
GAE. A patrtir de las siembras en placa, se realizaron recuentos bacterianos
(Figura 5) y se aislaron, mediante el método de siembra por estria, las

bacterias predominantes que presentaban una morfologia diferenciada.

Recuentos bacterianos

1,01E+07
— = 20 mg/!
£
E 5,10E+06 ® 10 mg/l
>
1,00E+05 —J o — LY
1 2 3

N2 Pase enriquecimiento

Figura 5. Recuento UFC/mI procedentes de los pases a 15, 30 y 45 dias de los

cultivos de enriquecimiento.
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Lo que se observa a primera vista es que existe una mayor presencia de
bacterias en los enriguecimientos en los que se utilizan 20 mg/l de TCE lo que
podria explicarse por el hecho de que las bacterias mejoran sus capacidades
degradativas para el compuesto al trabajar en conjunto con otras bacterias
actuando como consorcios. A su vez el valor mas elevado se obtiene en el
pase 1, lo que puede ser debido a que parte de las bacterias proceden del
suelo contaminado con lindano que se utiliz6 para iniciar el cultivo de
enriquecimiento. Por otro lado, se puede apreciar que los valores de UFC/ml

disminuyen a lo largo del tiempo.

La identificacion de las bacterias cultivables se realiz6 mediante el aislamiento
en placa, amplificacién del gen codificante del ARN ribosomal 16S (apartado
2.2.2) y su posterior secuenciacion (apartado 2.2.4) y comparacién en las
bases de datos. Con el objetivo de descartar en la medida de lo posible
aguellas bacterias que en placa parecian semejantes o0 que presentaban un
crecimiento parecido a alguna otra bacteria se realiz6 RFLP (apartado 2.2.3).
De ese modo se evito identificar un gran numero de bacterias que creyésemos
diferentes y al final resultasen ser una misma bacteria. Cabe destacar que en
ciertas ocasiones hay bacterias que a pesar de que en placa no tengan la
misma morfologia finalmente resultan ser el mismo individuo, como se
comprobd en la posterior identificacion bacteriana (Tabla 1). En la Figura 6 se
muestra la electroforesis de los perfiles RFLP obtenidos a partir de la
restriccion del gen 16S de varias bacterias con los enzimas Alul y Haelll. Se
observa que algunos perfiles son idénticos (por ejemplo en el caso de las

bacterias 4, 9 y 11), lo que muestra asi mismo la identidad de las mismas.
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Figura 6. Gel de electroforesis de RFLP para las bacterias 4,9 y 11, utilizando
los enzimas de restriccion Alu | y Hae ll1.

Una vez descartadas aquellas bacterias iguales se procedié a la preparacion
de las muestras para su posterior secuenciacion, mediante la cuantificacion del
material genético (ADN) y la realizacién de la PCR pre-secuencia. Una vez
secuenciadas en los Servicios Cientificos Técnicos de la Universidad de

Oviedo se obtuvo la identificacion de dichas bacterias (Tabla 1).
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CcODIGO Ne DIVISION IDENTIDAD Descripcidon (nombre, cepa, n2 de acceso NCBI ,caracteristicas)
INTERNO Pase BACTERIANA %

Filo Proteobacteria

Clase Alphaproteobacteria

Agrobacterium tumefaciens, TG14, AF508099.1. Bacteria con capacidad

3,24,36 | 1,23 Agrobacterium 99 degradativa para fenol y para la reduccién de nitrato
6,16 1 Sinorhizobium 99 Sinorhizobium meliloti, SH23, KC172024.1.
10 1 Caulobacter 99 Caulobacter leidyia, XFB-A, KC429616.1.
12 1 Sinorhizobium 99 Sinorhizobium meliloti, MSAP_P3, JF927937.1.
14 1 Sinorhizobium 99 Sinorhizobium sp. L1, AJ8.7912.7..1.. I.33cteria degradadora de 3-
hidroxipiridina.
15 1 Ensifer 99 Ensifer sp. AC50a, JF450191.1.
17 1 Sinorhizobium 99 Sinorhizobium meliloti EFBRI 4, EU281312.1.
20 1 Brevundimonas 98 Brevundimonas sp. BRM7, HG942103.1.
22 2 Aminobacter 97 Aminobacter aminovorans, LR 1-3b, AY934494.1
Aminobacter sp. TW23, JQ435722.1. Bacteria con capacidades de
23 2 Aminobacter 98 utilizacién de cloruro de vinilo en suelos.

Agrobacterium tumefaciens, TG12, AF508098.1. Bacteria con capacidad

25 2 Agrobacterium 99 degradativa para fenol y para la reduccién de nitrato.
Sphingomonas sp. DS18, EF494197.1. Bacteria utilizada para la

remediacién de terrenos contaminados con hexaclorociclohexano

27 2 Sphingomonas 8 mediante bioestimulacion.
28,30 2 Agrobacterium 97 Agrobacterium sp. FRC_A2, EU331397.1.
29 2 Ensifer 98 Ensifer sp AC50a, JF450191.1.
32 3 0. Sphingomonadales 08 TEMPHRAG12D02, HG322916.1. Bacteria obtenida del estudio de los

efectos de compuestos organoclorados.

Clase Betaproteobacteria
7 1 | Massilia . 98 Massilia niabensis, EA-4, JF496408.1.
Filo Actinobacteria
Clase Actinobacteria
1 1 Microbacterium 99 Microbacterium sp. ZS3, JQ977333.1
18 1 Agromyces 99 Agromyces sp. AK1, FN868445.1.

Filo Firmicutes

Clase Bacilli
a 1 Brevibacillus 99 Brevibacillus sp. DB3, JF73.4329.1. Bacteria c<,)n capacidad oxidativa
para hidrocarburos, petrdleo.
5 1 Bacillus 98 Bacillus simplex, SD5, KF844070.1.
Brevibacillus agri, MGH117, HG942103.1. Bacteria con alta tasa de
13 1 Brevibacillus 99 biodegradacién de hidrocarburos de petréleo en condiciones reducidas
de nitrato.
19 1 Bacillus 98 Bacillus beringensis, KUII-9, JF895482.1.
33 3 Bacillus 99 Bacillus sp. IR-451, GU586307.1. Bacteria degradadora de petréleo en
suelos contaminados.
34 3 Bacillus 99 Bacillus pumilus, NKCM3201, LC034563.1.

Tabla 1. Identificacion bacteriana de las cepas obtenidas de los cultivos de

enriguecimiento.
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Se observa que algunas bacterias se repiten en los diferentes pases del
enriquecimiento como es el caso de las 3, 24, 36; 6,16; 28 y 30. En la Tabla 1
se han detallado las caracteristicas de interés para nuestro estudio. Por
ejemplo, las bacterias 3, 24 y 36 presentan un 99% de identidad con
Agrobacterium tumefaciens cepa TG14, que tiene capacidades degradativas
sobre el fenol y para la reduccion de nitrato. Esto sugiere que estas bacterias
podrian ser usadas de forma eficaz en el experimento de degradacion de TCE
mediante cometabolismo utilizando fenol como co-sustrato. Ademas, la
capacidad de degradacion de dicho compuesto puede estar acompafiada con
otras capacidades degradativas para otros compuestos. Por otro lado, las
bacterias 4, 13 y 33 muestran un 99% de identidad con géneros bacterianos
implicados en la degradacion de hidrocarburos del petréleo, abriendo la puerta
a futuros ensayos. Del mismo modo, la bacteria 23 presenta un 98% de
identidad con Aminobacter sp. cepa TW23, que posee capacidades de
utilizacion de cloruro de vinilo en suelos; la bacteria 27 muestra un 98% de
identidad con Sphingomonas sp. cepa DS18, la cual ha sido utilizada en la
remediacion de terrenos contaminados con hexaclorociclohexano mediante
bioestimulacion y la bacteria 32 presenta un 98% de identidad con
Sphingomonadales, cepa TEMPHRAG12D02, obtenida a partir del estudio de
los efectos de compuestos organoclorados en la rizosfera de plantas (San
Miguel et al ., 2014). Todas estas bacterias serian candidatas a ser utilizadas
en procesos de biorremediacion de emplazamientos contaminados con estos

compuestos.

3.1.2 Dindmica de las poblaciones bacterianas presentes en los cultivos
de enriquecimientos a lo largo del tiempo, en presencia de distintas
concentraciones de TCE.

La dinamica poblacional presente en los cultivos de enriquecimiento a lo largo
del tiempo y en presencia de distintas concentraciones de TCE (10 mg/l y 20
mg/l) se analiz6 utilizando la técnica de Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante (DGGE). Con esta aproximacion obtendremos un patron

correspondiente a las poblaciones tanto cultivables como no cultivables y
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ademas, se podra determinar la posible persistencia de algun individuo a lo
largo de los distintos pases de enriquecimiento (1, 2, 3) y en las diferentes

concentraciones de TCE.

AREH c | DBER F:
* -

-~
& -
- |
S —

Figura 7. Gel de electroforesis de DGGE a partir del ADN cromosémico total, A,
B y C (cultivo de enriquecimiento con 20 mg/l TCE), D, E y F (cultivo de
enriquecimiento con 10 mg/l TCE) de los pases 1, 2 y 3 del cultivo de
enriquecimiento.

En la Figura 7 se observa el patron de bandas obtenido a partir de ambos
cultivos de enriquecimiento. Las bandas corresponden tanto a bacterias
cultivables como no cultivables de modo que nos da un valor global mas
representativo de las poblaciones presentes. Las calles A, B, C muestran las
poblaciones microbianas presentes en el cultivo de enriquecimiento con 20 mg/l
de TCE a los pases 1, 2 y 3 respectivamente. En este caso, destaca la
presencia de ciertas bandas que se mantiene a lo largo del tiempo (sefaladas

en rojo en la imagen). A su vez se observa, la presencia de ciertas bandas
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(sefaladas en azul), que no se presentan en la muestra tomada a los 15 dias
(calle A) y que por el contrario estan presentes en la poblacion en tiempos
posteriores (calles By C). Por otro lado, se observan bandas que se han ido
perdiendo a lo largo del tiempo (sefialadas en amarillo), lo cual sugiere una
cierta especializacion de la poblacién. Del mismo modo, las calles D, Ey F
representan las poblaciones microbianas presentes a los pases 1, 2y 3 en el
cultivo de enriquecimiento donde la concentracion de TCE es de 10 mg/l. Como
en el caso anterior, aparecen bandas que se mantienen a lo largo de tiempo
(sefaladas en rojo), bandas que se intensifican a lo largo del tiempo (sefaladas
en azul) y otras que desaparecen después del primer pase de cultivo
(sefaladas en amarillo). Lo que sugiere, como en el caso anterior, un proceso
de adaptacion bacteriana. EI hecho de que en ambos cultivos de
enriguecimiento no se observe una repeticion en el patrén de bandas en los
distintos tiempos analizados, indica que aun es necesario mantener dichos
cultivos un tiempo mas prolongado que permita obtener un consorcio estable y
especializado con las capacidades metabdlicas necesarias que permitan su
uso futuro en aplicaciones biotecnoldgicas destinadas a la recuperacion de

emplazamientos contaminados con TCE.

3.2 Degradacion de TCE

3.2.1 Andlisis de la degradacion de TCE mediante cometabolismo
bacteriano

La degradacién cometabdlica del TCE ha sido ampliamente evaluada en
numerosas publicaciones (Frascari et al., 2014). En el caso de este trabajo la
degradacion cometabdlica se abordd utilizando tres tipos diferentes de
cometabolitos: fenol y componentes de aceites esenciales derivados de plantas
concretamente el citral y el limoneno (ver Introduccion, apartado 1.5). La
cuantificacion del TCE se llevd a cabo mediante analisis quimico (GC-MS;
apartado 2.6). Paralelamente se realizaron recuentros bacterianos a 0y 7 dias
y por ultimo se observé la viabilidad de las bacterias ensayadas

(Pseudomonas, Rhodococcus y la bacteria del orden Sphingomonadales)
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mediante microscopia laser confocal a los 7 dias de haberse iniciado el

experimento.

Se realizé un experimento inicial de degradacion siguiendo la metodologia
previamente expuesta (apartado 2.3.1) acompafnado del estudio de viabilidad.

Los datos de cuantificacion de TCE se exponen en las Tablas 2, 3y 4.

Tabla 2. Cuantificacion de TCE mediante GC-MS a los tiempos 0 y 7 dias, en el
experimento de degradacion de TCE con Pseudomonas.

CONTROL (MM+TCE) 63
(MM+TCEECt;§cteria(B)) 61.3
(MM+'l(':CI:TEI-Qi-gtCitra|) 69.5
e o
FENOL ot

(MM+TCE+B+fenol)

Los porcentajes de degradacion de TCE obtenidos con Pseudomonas en
presencia de co-sustratos son muy semejantes en todos los casos estando
incluso proximos al valor obtenido en el ensayo donde no se adiciond la
bacteria. A la vista de los resultados, no puede concluirse que la bacteria tenga
un papel en la degradacion del TCE ya que la volatilidad del TCE esta jugando
un papel importante en la desaparicién del compuesto a lo largo del tiempo. Por
otra parte las observaciones al microscopio laser confocal para determinar la
viabilidad de la bacteria después de 7 dias confirman que esta es viable en

presencia de TCE (Figura 8).
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Figura 8. Imagen de Microscopia Laser Confocal de la bacteria Pseudomonas

en presencia de TCE. En verde aparecen las células viables tefiidas con el

colorante SYTO 9.

Tabla 3. Cuantificacién de TCE mediante GC-MS a los tiempos 0 y 7 dias, en el

experimento de degradacion de TCE con Rhodococcus.

CONTROL (MM+TCE) 63
(MM+TCE-ELCb§cteria(B)) 93.75
(MM+$CIZTEI-?-gicitraI) ——
M h/%ﬂ%léfgaim) 63.4
FENOL oo e

(MM+TCE+B+fenol)

Por otra parte, los resultados de la Tabla 3 indican que Rhodococcus sin la
adiciobn de co-sustratos tiene un efecto positivo muy apreciable sobre la
degradacion de TCE, mostrando un resultado muy semejante a lo observado
cuando el co-sustrato utilizado es el citral. Por el contrario, la adicion tanto de

limoneno como de fenol tiene un efecto negativo sobre la degradacion. En
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sintesis, los compuestos anteriores no tienen un papel cometabdlico apreciable
en la degradacion de TCE e incluso perjudican el proceso. En cuanto a la
viabilidad, se observé un resultado positivo en TCE en el microscopio de

fluorescencia de barrido laser confocal (Figura 9).

Figura 9. Imagen de Microscopia Laser Confocal tomadas a partir del cultivo de
Rhodococcus en presencia de TCE. En verde aparecen las células viables

tefidas con el colorante SYTO 9.

Tabla 4. Cuantificacion de TCE mediante GC-MS a los tiempos 0 y 7 dias,
durante el experimento de degradacion de TCE con la bacteria del orden

Sphingomonadales.

CONTROL (MM+TCE) 63
(MM+TCE-E-CbIz:;cteria(B)) 93.6
(MM+TCcI:TEligicitra|) e
(Ml\/ﬂ-Mr(C):Englim) 90.5
FENOL e

(MM+TCE+B+fenol)
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En el caso de la bacteria 32 perteneciente al orden Sphingomonadales los
resultados son similares a los discutidos arriba con Rhodococcus pero en este
caso el limoneno tiene efecto positivo, mientras que el citral y en menor
proporcion el fenol, afectan negativamente a la degradacion. Al igual que en el
caso anterior, los ensayos de viabilidad indican que la bacteria crece en

presencia de TCE y se mantiene viable a lo largo del tiempo (Figura 10).

Figura 10. Imagen de Microscopia Laser Confocal tomadas a partir del cultivo
de la bacteria perteneciente al orden Sphingomonadales en presencia de TCE.

En verde aparecen las células viables tefiidas con el colorante SYTO 9.

Debido a la implicacion de la volatilidad del TCE que motiva una notable
ambigledad en los datos de degradacion en presencia de las bacterias, se
repitieron los experimentos anteriores incluyendo controles de volatilidad para
cada tratamiento. Los valores de TCE obtenidos para cada cepa se pueden

observar en las Tablas 5,6y 7.
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Tabla 5. Porcentajes de degradacion, obtenidos a partir de los datos de
cuantificacion de TCE por GC-MS a los 0 y 7 dias, en el experimento con
Pseudomonas.

%
DEGRADACION

62

TRATAMIENTO

CONTROL
(MM+TCE)
TCE
(MM+TCE+B)
CONTROL
VOLATILIDAD 52.6
(MM+TCE-+citral)
CITRAL
(MM+TCE+B+Citral)
CONTROL
VOLATILIDAD 38.5
(MM+TCE+Limoneno)
LIMONENO
(MM+TCE+B+Lim)
CONTROL
VOLATILIDAD 57.6
(MM+TCE+Fenol)
FENOL
(MM+TCE+B+fenol)

74.8

73.7

64.4

57.3

Tabla 6. Porcentajes de degradacion, obtenidos a partir de los datos de
cuantificacion de TCE por GC-MS a los 0 y 7 dias, en el experimento con

Rhodococcus.

%
TRATAMIENTO

DEGRADACION
CONTROL -
(MM+TCE)
TCE
(MM+TCE+B) 80.7
CONTROL
VOLATILIDAD 48
(MM+TCE-+citral)
CITRAL
(MM+TCE+B+Citral) 2.8
CONTROL
VOLATILIDAD 14.1
(MM+TCE+Limoneno)
LIMONENO 611
(MM+TCE+B+Lim) :
CONTROL
VOLATILIDAD 50.4
(MM+TCE+Fenol)
FENOL 8.4

(MM+TCE+B+fenol)
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Tabla 7. Porcentajes de degradacion, obtenidos a partir de los datos de
cuantificacion de TCE por GC-MS a los 0 y 7 dias, en el experimento de

degradacion de TCE con la bacteria de la clase Sphingomonadales.

CONTROL

(MM+TCE) &2
TCE
(MM+TCE+B) 63.5
CONTROL
VOLATILIDAD 39
(MM+TCE-+citral)
CITRAL _ 717
(MM+TCE+B+Citral)
CONTROL
VOLATILIDAD 49.7
(MM+TCE+Limoneno)
LIMONENO 795
(MM+TCE+B+Lim) '
CONTROL
VOLATILIDAD 65.6
(MM+TCE+Fenol)
FENOL 47 4

(MM+TCE+B+fenol)

A partir de los resultados anteriores se realizd un estudio estadistico utilizando
el programa SPSS IBM Statistics 22. Primero se realizd el andlisis de los
estadisticos descriptivos, Se obtuvieron los valores de la media y el error, éstos
fueron representados graficamente en las Figuras 11, 12 y 13. Posteriormente
se realizo el test ANOVA de un factor (Figura 14), mediante el cual se realiz6 el
andlisis de la varianza estudiando los diferentes tratamientos utilizados (TCE,
citral, limoneno y fenol) y los porcentajes de degradacion obtenidos para cada

uno de ellos entre los tiempos 0 y 7 dias.
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Figura 11. Influencia de las diferentes tratamientos sobre la degradacion de
TCE en el caso de la bacteria Pseudomonas.
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Figura 12. Influencia de las diferentes tratamientos sobre la degradacién de
TCE en el caso de la bacteria Rhodococcus.
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Figura 13. Influencia de las diferentes tratamientos sobre la degradacién de
TCE en el caso de la bacteria del orden Sphingomonadales.
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
TCE Entre grupos 703,671 3 234 557 1,486 346
Dentro de grupos 631,281 4 157,820
Total 1334,952 7
Citral Entre grupos 537,455 3 179152 1,849 279
Dentro de grupos 387,540 4 96,885
Total 924,995 7
Limoneno  Entre grupos 489,234 3 163,078 3,811 114
Dentro de grupos 171,145 4 42786
Total 660,379 7
fenol Entre grupos 180,814 3 60,271 540 680
Dentro de grupos 446,645 4 111,661
Total 627,459 7

Figura 14. Datos obtenidos a partir del Test ANOVA de un factor.

Se observa que los valores de significancia son = 0.05, lo que indica que no
existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos utilizados

para cada cepa bacteriana.

Los resultados obtenidos de los dos experimentos de degradacion de TCE son
contradictorios en el caso de Pseudomonas y la bacteria del orden
Sphingomonadales, en el medio minimo MM con TCE sin adicion de co-
sustratos. Rhodococcus es la bacteria que muestra evidencias mas
consistentes de degradar TCE. Si consideramos, no obstante, la volatilidad del
TCE en las condiciones especificas de cada experimento y los valores de
degradacion en cada uno de ellos, la degradacién de TCE por Rhodococcus o
la bacteria del orden Sphingomonadales en presencia de citral o limoneno es
también significativa (Tablas 6 y 7).

Por otra parte, se realizaron recuentos bacterianos a los 0 y 7 dias en los

distintos medios (Figuras 15,16 y 17).
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Pseudomonas
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Figura 15. UFC/ml de Pseudomonas, en los tiempos 0 y 7 dias.

Rhodococcus
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Figura 16. UFC/ml de Rhodococcus, en los tiempos 0 y 7 dias.

Sphingomonadales
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Figura 17. UFC/ml de la bacteria del orden Sphingomonadales, en los tiempos
Oy 7 dias.
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De forma general se observa que las poblaciones bacterianas disminuyen a los
7 dias, debido probablemente a la limitacion nutricional en cuanto a la fuente de
carbono. Sin embargo, esta disminucién es menos acusada en Pseudomonas
en el medio con TCE y citral (Tabla 5) y Rhodococcus en los medios con TCE
con fenol y limoneno (Tabla 6). Hay que hacer notar, por otra parte, que podria
existir una degradacion parcial del TCE en presencia de las correspondientes
oxigenasas (Introduccion, apartado 1.5), inducidas o no cometabolicamente, sin

gue esto se refleje en el crecimiento bacteriano.

3.2.2 Degradacion de TCE mediante combinacion de nanoparticulas nZVI
y bacterias.

El objetivo de este apartado era analizar la combinacion de NPs y bacterias
para potenciar la degradacién de TCE. Previamente es necesario determinar el
orden del tratamiento (simultaneo o sucesivo), ya que en diversos trabajos se
observé un efecto negativo de las nanoparticulas sobre las bacterias presentes
(Barnes et al., 2010). Para analizar esta posibilidad en nuestro caso, hemos
llevado a cabo un experimento con las bacterias anteriores, incluyendo también
a Bacillus sp y Agrobacterium tumefaciens obtenidas mediante el cultivo de
enriquecimiento (apartado 2.3.2). Las bacterias se cultivaron en presencia de
las nanoparticulas nZVI y se procedi6 al recuento (Figuras 18 a 22),
realizdndose paralelamente un estudio de la viabilidad bacteriana a las 24
horas de exposicion a las NPs (Figura 23).

Pseudomonas
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Figura 18. Recuentos bacterianos de un cultivo de Pseudomonas en ausencia

y presencia de NPs.
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Rhodococcus
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Figura 19. Recuentos bacterianos de un cultivo de Rhodococcus en ausencia y

presencia de NPs.
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Figura 20. Recuentos bacterianos de un cultivo de la bacteria del orden

Sphingomonadales en ausencia y presencia de NPs.
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Figura 21. Recuentos bacterianos de un cultivo de Bacillus.sp en ausencia y

presencia de NPs.
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A.tumefaciens
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Figura 22. Recuentos bacterianos de un cultivo de A.tumefaciens en ausencia

y presencia de NPs.

Figura 23. Analisis de la viabilidad bacteriana a las 24 horas en presencia de
las NPs. Imagenes de Microscopia Confocal A) Pseudomonas, B)
Rhodococcus, C) bacteria del orden Sphingomonadales, D) Bacillus sp., E)

Agrobacterium tumefaciens.
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A la vista de los resultados representados en las tablas anteriores se puede
decir que la adicién de las NPs ejerce un efecto negativo sobre las bacterias,
en las 3 primeras horas (caso de Pseudomonas, Agrobacterium y bacteria del
orden Sphingomonadales). Sin embargo, la poblacién se recupera alcanzando
recuentos bacterianos muy similares a los obtenidos en ausencia de NPs, por
lo que se puede concluir que el efecto de las NPs tiene lugar entre las 0-24
horas. Rhodococcus tiene un crecimiento muy lento, por lo que seria necesario
tomar medidas a tiempos superiores a las 24 horas. El andlisis de viabilidad de
las bacterias corrobora los datos anteriores, observandose células vivas y
muertas; sin embargo, la sensibilidad es diferente entre las bacterias, siendo el
ejemplo mas evidente el de Pseudomonas, que muestra una acusada
sensibilidad (Figura 23A) y Agrobacterium, donde las células en contacto con

las NPs aparecen viables (Figura 23E).

Estos resultados sugieren que en los experimentos de degradacion de TCE
mediante la accién combinada de NPs y bacterias, la estrategia mas adecuada
es una adicion consecutiva: primero las NPs y a partir de las 24 horas las
bacterias. Sin embargo, seria necesario conocer previamente la sensibilidad
del TCE hacia las NPs a lo largo del tiempo y profundizar en la volatilidad del

TCE durante los experimentos.
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4. CONCLUSIONES

1. La mayoria de las bacterias aisladas de los cultivos de enriquecimiento
pertenecen a géneros con capacidades degradativas para diferentes
compuestos, principalmente para organoclorados (Aminobacter, Sphingomonas
y la bacteria del orden Sphingomonadales), hidrocarburos (Brevibacillus y

Bacillus), fenol y otros (Agrobacterium y Sinorhizobium).

2. A partir del estudio de las poblaciones mediante DGGE se ha observado que
estas aun no se han estabilizado en el tercer pase de enriquecimiento. No
obstante, se han aislado 24 bacterias potencialmente Utiles para ser aplicadas

en técnicas de bioaumentacion.

3. Se han seleccionado cinco bacterias a partir del enriquecimiento para el
andlisis de sus capacidades de degradacion de TCE vy resistencia a la accion
de las NPs nZVI.

4. Las bacterias seleccionadas muestran una notable resistencia a las NPs, por
lo que pueden ser utilizadas en combinacién con estas; también muestran
capacidad de degradacion del TCE, especialmente en el caso de Rhodococcus
y la bacteria 32 (Orden Sphingomonadales).

5. ElI andlisis estadistico de los resultados de degradacion del TCE en
presencia de cometabolitos muestra que no existen diferencias significativas

entre los diferentes tratamientos utilizados para cada cepa bacteriana.

6. La volatilidad juega un punto fundamental en los experimentos de
degradacion de TCE, por lo que es necesario modificar las condiciones

experimentales y mejorar la estadistica en los andlisis quimicos.

7. Los resultados sugieren que la estrategia mas adecuada para el tratamiento
combinado NPs-bacteria, es la adicion de NPs, posteriormente, a las 24 horas
la adicion de las bacterias. Esto requiere un analisis detallado del efecto de las

NPs sobre el TCE durante ese tiempo.
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