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RESUMEN

En los dltimos anos, los antibidticos, se han considerado contaminantes emergentes debido a su
continuo uso y su persistencia en el ecosistema acuatico y sedimento, incluso en bajas concentraciones,
lo que puede ocasionar un aumento de cepas con resistencia a los antibidticos.

El objetivo de este trabajo fue la blisqueda de consorcios bacterianos con capacidad de utilizar la
penicilina como fuente de carbono y energia, y/o que los mismos secreten al medio compuestos
enzimaticos que los neutralicen, utilizando suelos que poseen capacidad de degradacidn de sustancias
complejas como residuos de petréleo de nuestra cuenca. Estas bacterias tienen capacidad de adaptarse y
llegar a metabolizar sustancias con las que no habian tenido contacto anteriormente.

El trabajo se realizé con suelo contaminado con hidrocarburo al que se lo sometié a un medio de
cultivo, penicilina solamente, para obtener un consorcio bacteriano que degradd al antibidtico. Se aislaron
las cepas que componian ese consorcio y se identificaron por acidos grasos de membrana (FAMEs), en
simultdneo se realizaron pruebas para identificar cual de las cepas fue productora de enzimas capaces de
hidrolizar al antibidtico.

Se obtuvo un consorcio bacteriano que fue capaz de utilizar a la penicilina como fuente de
carbono y energia, con un consumo del antibiético del 46,62%. Se aislaron 11 cepas, de las cuales se
identificaron dos: Serratia odorifera y Paenibacillus polymyxa.

Las cepas obtenidas de este consorcio mostraron un aumento en el crecimiento en una unidad
logaritmica después de 7 dias, este aumento no se debié a expensas de la penicilina, sino a algun
excipiente o contaminante, ya que no se trabajo con la droga de referencia. El espectro obtenido del FT-
IR del consorcio evidencié la desaparicion de los picos a 1673 cm™y 1106 cm ™'y sin modificaciones en las
cepas aisladas.

En conclusidn, el consorcio bacteriano obtenido pudo utilizar la penicilina como fuente de

carbono y energia, pero las cepas por separado no lo lograron.
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento de los antibidticos a principios del siglo XX marco el comienzo de la medicina
moderna. Durante las Ultimas décadas, su uso continuo ha creado efectos duraderos no solo en la salud
humanay animal, sino también en el medio ambiente. Las practicas médicas y de cria de animales actuales
dependen de la disponibilidad de antibidticos. Esta dependencia ha llevado a su uso intensivo y a veces
imprudente. Debido a que los antimicrobianos a menudo dejan el organismo (sin sufrir alteraciones en su
estructura quimica) los residuos de antibiéticos, asi como las bacterias resistentes a los antibidticos (ARB)
y los genes (ARG), ingresan a los suelos y cuerpos de agua a través de la aplicacidon de estiércol en los
campos agricolas y a través del proceso de tratamiento de aguas residuales en las ciudades (Reis, et al.,
2020). En la figura 1 se recogen los diferentes ecosistemas que pueden estar afectados por los PPCPs
(Pharmaceuticals and Personal Care Pollutants, por sus siglas en inglés) asi como la gran variedad de

fuentes posibles de contaminacion.

Fuentes de PPCPs
"

Figura 1: Contaminacion por PPCPs: fuentes y ecosistemas afectados: [1] Uso doméstico: (1a) Personas, (1b) Mascotas. Fuentes
de PPCPs: Excrecion del organismo (sustancias no metabolizadas o metabolitos), vertido incontrolado de medicamentos al
desagdie, filtracion al subsuelo desde el sistema de alcantarillado, (1c) abandono de caddveres de animales que sirven de alimento
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a carrofieros. [2] Vertido de residuos de hospitales a sumideros urbanos. [3] Liberacidn de efluentes liquidos de fosas sépticas (3a)
y plantas depuradoras (3b) en aguas superficiales y/o acuiferos. [4] Transferencia de residuos sélidos a superficies: fertilizacion
con abonos (ej. antibicticos), vertido de piensos medicamentosos, etc. [5] Liberacion directa por baiios, lavados. [6] Vertido
controlado y clandestino de residuos industriales. [7] Compactacion y enterramiento de residuos (domésticos, medicamentos,
cementerios). [8] Liberacidn de aguas (medicadas y/o excretadas) empleadas en acuicultura, vertido de sustancias procedentes
de cultivos transgénicos. [9] Liberacion de agentes quimicos empleados para desinfectacion y desratizacion. [10] Transporte final
al compartimiento acuoso (fototransformacion, alteracion fisico-quimica, degradacién, mineralizacion, volatilizacién, absorcion
por plantas, etc.). (Tomado de Benito Pefia, 2006).

Los residuos de antibidticos estan muy extendidos en el medio ambiente y se sabe que su
presencia contribuye a la propagacidn de la resistencia a los antibidticos (Wang et al., 2021). Hace tiempo
gue se viene estudiando la resistencia de bacterias a ciertos antibidticos, pero poco sobre la degradacion
de esos antibidticos y si los mismos microbios lo pueden usar como fuente de carbono y energia, es decir,

los antibiétrofos (Reis et al., 2020).

1.1. Penicilina
La penicilina fue el primer antibidtico usado clinicamente en 1941. Es el agente menos tdxico de
la clasey es el primero en haber sido descubierto. Originalmente se obtuvo del hongo Penicillium notatum,
pero la fuente actual es un mutante que la produce con mayor abundancia. El nucleo del antibiético
penicilina, es un anillo de tiazolidina y uno B-lactamico unidos a cadenas laterales por enlaces amida
(Antibidticos betalactamicos, sf.). La penicilina G (Bencilpenicilina) es un antibidtico B-lactdmico

bactericida (fig. 2).

0
S\ _CH,
/ CH,
COOH

Figura 2. Penicilina G, dcido bencilpenicildnico, CisHigN204S, PM: 33.40 g.mol™ (Tomado de Benito Pefia, 2006).

Los principales productos de degradacién son los que resultan de la apertura del sistema de -
lactama, lo que da lugar a derivados inactivos. En la figura 3, se indican algunos de ellos asi como su

formacidn a partir de la penicilina (Cirilo et al., 2013).
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Figura 3. Principales reacciones de degradacion de las penicilinas (Tomado de Cirilo et al., 2013).

1.2. Pared celular bacteriana

La pared celular se ubica por fuera de la membrana celular y el componente principal es el
peptidoglucano, que consta de cadenas alternadas de moléculas de N-acetilglucosamina y acido N-
acetilmurdmico, estas cadenas se entrecruzan con puentes peptidicos que crean una malla rigida que
recubre a la bacteria (fig. 4).

La construccion de las cadenas y el entrecruzamiento estan catalizados por enzimas especificas
(p. €j., transpeptidasas, transglucosilasas). Estas enzimas reguladoras también reciben el nombre de
proteinas fijadoras de penicilinas (PBP, penicillin-binding proteins, por sus siglas en inglés) porque son las
dianas de los antibidticos B-lactamicos. Cuando las bacterias en crecimiento quedan expuestas a estos
antibidticos, el antibidtico en cuestidn se une a PBP especificas de la pared celular bacteriana e inhibe el
ensamblaje de las cadenas de peptidoglucano. Esto, a su vez, activa autolisinas que degradan a la pared

celular, lo que genera la muerte de la célula bacteriana (Murray et al., 2014).
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Figura 4. Pared celular Gram negativa (Tomado de Envoltura de Gram Negativo, sf.)

1.3. B-lactdmicos e inhibicién

Los antibidticos B-lactamicos inhiben las transpeptidasas (miembros de una gran familia de serina
proteasas) y las uniones cruzadas no pueden formarse (fig. 5). Las B-lactamasas actian rompiendo el
enlace amidico del anillo B-lactdmico, previa unién al grupo carboxilo, con lo que las B-lactamasas pierden
la capacidad de unirse a las PBPs. Cuando la bacteria se divide y multiplica, pasa por varias etapas, en la
tercera etapa o crecimiento logaritmico de la bacteria, ocurre la modificacidn si esta en presencia de un
antibiotico B-lactamico, se produce una pared deficiente. El exterior de la bacteria es hiperosmético, las
paredes deficientes permiten el ingreso de liquido, la bacteria se hincha y estalla. De esta manera los B-
lactdmicos ejercen su accidn bactericida. Cuando los microorganismos se estan multiplicando
activamente, la sintesis de la pared celular es rdpida y los antibiéticos B-lactamicos son mas letales en esta

fase (antibidticos betalactamicos, sf.).

HOOC HOOC
N .
oo N _ov

NH-R o NHR

Figura 5. El anillo 8-lactdamico de la penicilina se liga de manera estable con el aminodcido serina (Ser) de la PBP inhibiendo la
actividad transpeptidasa de esa molécula y la formacion de la pared bacteriana (Tomado de Latorre-Barragan et al., 2019).
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1.4. Hidrdlisis de Penicilina

La resistencia a estos antibiéticos se da a través de la hidrdlisis del anillo B-lactdmico por B-
lactamasas y por formas mutadas de proteinas de unidn a la penicilina (fig. 6) (Reis et al., 2020). Las B-
lactamasas son enzimas bacterianas que hidrolizan el sistema de B-lactama. Son responsables de la
aparicién de cepas resistentes. Las causas de la resistencia frente a las penicilinas mostrada por las
bacterias Gram-negativas son diversas. Ademds de la mayor abundancia de B-lactamasas en estas
bacterias, la aparicidn de resistencias también parece depender de la propia naturaleza de su pared
celular. Asi, se sabe que el caracter Gram-negativo es consecuencia de la existencia de una barrera
lipoproteica que impide la difusién de compuestos ionizados como la penicilina. Por otra parte, se ha
relacionado también la resistencia de las bacterias Gram-negativas a las penicilinas con la presencia de

una forma mutante de transpeptidasa insensible a la accién de las B-lactamasas.

P HH ok
B-lactamasa R_C-Nﬁ_T/S CHs
> CH
HOOCHN ;

Figura 6. Hidrdlisis mediada por las 8-lactamasas (Tomado de Cirilo et al., 2013).

Los tipos mas relevantes y alarmantes de B-lactamasas son las B-lactamasas de espectro

extendido (BLEE) que hidrolizan a la mayoria de las penicilinas (Reis et al., 2020).

1.5. Hidrdlisis de Carbapenemasas
Las carbapenemasas, son agentes B-lactamicos recientemente incorporados a la terapéutica
antibacteriana. Son agentes biciclicos, similares a las penicilinas (fig. 7), cuya estructura basica difiere de
las mismas en que poseen un carbono en reemplazo del azufre en el anillo pentagonal que se une al anillo
B-lactamico (Malgor — Valsecia, sf). Es por esta similitud en la estructura que los carbapenémicos son los
antibidticos B-lactdmicos dotados de mayor espectro, actividad y resistencia a las B-lactamasas. Poseen
un amplio espectro de actividad y son altamente potentes contra bacterias Gram-negativas y Gram-

positivas.
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O COOH

Figura 7. Estructura quimica de Carbapenemes.

Los carbapenémicos al igual que los demas B-lactdmicos muestran una elevada afinidad por las
diferentes enzimas, PBPs, que participan en el ensamblaje del peptidoglucano, estructura esencial en la
pared celular de las bacterias. Estas enzimas, seglin su funcion, se clasifican en transglicosilasas,
transpeptidasas y carboxipeptidasas. Cada antibiético B-lactdmico presenta una afinidad diferente por
cada PBP. Se conoce que en bacterias Gram-negativas los carbapenémicos muestran una elevada afinidad
por PBPs de alto peso molecular y la diferencia de esta afinidad es lo que determina la capacidad
antimicrobiana de cada carbapenémico. Para que el carbapenémico pueda ejercer su funcidn debe llegar
a su sitio blanco. En el caso de las bacterias Gram-negativas debe primero atravesar la membrana externa
a través de porinas inespecificas denominadas OMPs (outer membrane protein, por sus siglas en inglés).
Una vez en el sitio son capaces de inhibir la sintesis de la pared celular durante la transpeptidacidn, ya
gue al unirse a residuos de serina que forman parte de las PBPs impiden que la pared bacteriana se
ensamble adecuadamente dando como resultado el debilitamiento de ésta y en ultima instancia la lisis de
la célula bacteriana.

Las bacterias y hongos con capacidad de utilizar antibidticos en procesos de biodegradacién y
biotransformacion son de diversos géneros y varian entre los diferentes tipos de antibidticos, algunas se
relacionan con la degradacién de sulfonamidas, otras con degradacién de quinolonas y/o degradacion de

B-lactamicos (Moreno, 2013).

1.6. Diversidad bacteriana en la zona
En la Patagonia por estar presente la industria extractiva del gas y el petrdleo, es muy comun
encontrar suelos contaminados con hidrocarburos, de los cuales se han aislado consorcios bacterianos
compuestos por géneros diversos como Pseudomonas, Acinetobacter, Rhodococcus, Microbacterium,
Paracoccus, Stenotrophomonas, Burkholderia (Acufia et al., 2014; Acufia et al., 2010; Cambarieri et al.,

2021, Pichl y Pucci 2020). Estos son géneros bacterianos que también son publicados con capacidad de
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biodegradar antibidticos (Al-Ahmad et al., 1999; Crofts et al., 2018; Minerdi et al., 2015), que estan
adaptados a condiciones ambientales adversas y a degradar hidrocarburos en condiciones climaticas de
la Patagonia. La diversidad del consorcio bacteriano en zonas contaminadas es grande y ha sido estudiada
en los suelos, sedimentos y aguas de la Patagonia (Pucci et al., 2012). Aunque la biorremediacién es un
proceso relativamente lento y cuyo grado de éxito depende de una serie de factores como el pH,
temperatura, disponibilidad de oxigeno y nutrientes, entre otras, el contar con microrganismos que ya
estén adaptados a las condiciones climaticas colabora enormemente con la degradacion. Son por estos
motivos, que ante la ausencia de estudios que planteen algln entrecruzamiento entre los consorcios
degradadores de hidrocarburos y los que estan dirigidos hacia los antibiéticos, se busca averiguar si este
consorcio compuesto por bacterias y hongos también podria utilizar a los antibiéticos como fuente de
carbono y energia.

La finalidad de este estudio es obtener cepas de bacterias hidrocarbonocldsticas capaces de
ejercer un potencial de degradacién sobre la penicilina, extraidas de suelos patagdnicos impactados con

petrdleo, utilizando como fuente de carbono y energia a la Penicilina G (fig. 8).

ZL
I
I

!

3
CH3 Bacterias del suelo

\E><CH , CO, + biomasa

0 B
COOH

Figura 8. Penicilina como fuente de carbono y energia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Busqueda de consorcio bacteriano con capacidad de utilizar penicilina como fuente de carbonoy

energia.

2.2. Objetivo particular

Caracterizar los consorcios bacterianos con capacidad de desarrollar en presencia de penicilina.

Realizar las curvas de desarrollo utilizando el antibidtico como fuente de carbono y energia.

Aislar los miembros bacterianos del consorcio.

Analizar los perfiles de acidos grasos de las bacterias aisladas.

3. METODOLOGIA

3.1. Muestreo

Consorcio bacteriano:

Una muestra de 10 g de suelo patagdnico contaminado con residuos de la industria del petréleo
proveniente de biopilas de repositorios de la cuenca del Golfo San Jorge, se mezclé con 90 mL de medio
mineral Bushnell modificado, MMB (Cl,C 0,01 g/L, ClsFe 0,005 g/L, POsH,K 0,5 g/L, PO4HK; 0,5 g/L, SO.Mg
0,2 g/L, NO3(NH;) 1 g/L, extracto de levadura 0,025 g/Ly pluripeptona 0,025 g/L) y 200 ppm del antibidtico
Penicilina G. Se realizaron 10 repiques hasta obtener un consorcio que solo crecié a expensas del

antibidtico.

Cepas aisladas del consorcio:

Del mismo consorcio que pudo crecer a expensas del antibidtico, se hizo una siembra en medio
R2A (Extracto de levadura 0,5 g/L, peptona proteasa 0,5 g/L, acido casamino 0,5 g/L, glucosa 0,5 g/L,
Almidon 0,5 g/L, Acetato de sodio 0,3 g/L, PO4HK; 0,3 g/L, SO, Mg.7H,0 5 g/L y Agar 15 g/L a pH 7) se

aislaron e identificaron las colonias.

3.2.Ensayo
Se prepararon 3 Erlenmeyer con 95 mL de medio mineral, MM (Cl,Ca 0,01 g/L, ClsFe 0,005 g/L,
POsH,K 0,5 g/L PO4HK; 0,5 g/L, SO,Mg 0,1 g/L, NOs(NH,) 1 g/L, extracto de levadura 0,025 g/L y peptona

0,025 g/L), a los cuales se adicionaron 5 ml de una mezcla del consorcio de penicilina con una
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concentracion inicial de penicilina de 200 ppm para que se realice un proceso de degradacién abidtica.
Para asegurar que las 3 repeticiones contengan exactamente el mismo sistema, se prepararon 300 mL de
solucién madre para repartirlo en 3 sistemas con el MM y el antibidtico en concentracion de 200 ppm con
agitacién constante durante 24 hs a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se anadié el consorcio de
Penicilina y se repartié en 3 frascos con el mismo volumen final de 100 mL. Los sistemas fueron seguidos
por mineralizacién (acumulacién de CO,), lecturas en el espectrofotémetro, recuentos bacterianos y

mediciones en el FT-IR.

3.3.Mineralizacién

Para capturar el CO, liberado se utilizaron guarda cepas plasticos que contenian 1,5 mL de NaOH
3M teniendo cuidado que al colgarse del lado interno de la tapa del frasco, no entre en contacto con el
sistema. Los sistemas se mantuvieron a temperatura ambiente, con agitaciones constantes y cerradas de
forma hermética.

El CO, generado se determiné mediante titulacidn diaria del NaOH 3M dentro del tubo durante
un periodo de 7 dias (fig. 9). Para la misma se empled HCI (0,119 M) y un doble sistema de indicadores de
pH como fueron fenolftaleina y heliantina. La muestra se prepard colocando 10 ml de agua destilada
hervida y enfriada con 0,5 mL del NaOH 3M de la muestra. El tiempo total en el que se controlaron las

titulaciones fue de 1 semana con un total de 5 mediciones.

Consorcio

“rancins | | CO, + NaOH | =) | NaHCO;
mineral

Figura 9. Produccion de CO; y captura del mismo.

Ensayo de las cepas aisladas del consorcio

Se prepararon frascos transparentes con 29 mL de MM, a los cuales se adicionaron 1 mL de una
suspension de una cepa expuesta a la penicilina en cantidad suficiente para alcanzar una concentracion
de 1 Mc Farland y una concentracién inicial de penicilina de 20 ppm. Para asegurar que las 2 repeticiones
contengan exactamente el mismo sistema, se prepararon 60 mL de solucidon madre para repartirlo en 2
sistemas con el MM y el antibiético en concentracién de 20 ppm con agitacién constante durante 24 hs.

Pasado el tiempo se afadid el consorcio de penicilina y se repartié en 2 frascos con el mismo volumen
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final de 30 mL. Se realizé un seguimiento por medio de recuento bacteriano, espectrofotometria, FT-IR y

pH.

3.4. Espectrofotometria UV-Vis
Se realizaron lecturas de absorbancia a 600 nm para evaluar crecimiento bacteriano por turbidez

y a 245 nm para evaluar degradacién del antibidtico.

3.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Al inicio y al final de los ensayos se colocaron 300 uL del consorcio bacteriano expuesto a la
penicilina, previamente filtrados, en disco de ZnCn. Se dejaron en disecador por 24 hs y luego se realizd

la lectura a una resolucién de 4, 20 scanner.

3.6. Recuento de bacterias heterodtrofas cultivables

Se realizaron recuentos bacterianos realizando diluciones seriadas 1/10 con solucidn fisiolégica y
luego se procedio a diseminar en superficie con espatula de Drigalsky en medio R2A (extracto de levadura
0,5 g; peptona proteasa 0,5 g; casamino acido 0,5 g; glucosa 0,5 g; almiddn 0,5 g; piruvato de sodio 0,3 g;

KoHPO4 0,3 g; MgS0O,4.7H,0 0,05 g; agar 15 g; agua destilada 1000 mL), al inicio y al final de la

mineralizacién para poder comparar cuantitativamente los consorcios.

3.7. Busqueda de B-lactamasas
Método de sinergia del doble disco para deteccién BLEE (B-lactamasas de espectro extendido)
(Lezameta, et al., 2010): Esta se realizé siguiendo el método de Jarlier (Comité de la Sociedad Francesa
de Microbiologia). En esta prueba se utilizaron placas con medio de cultivo Mueller Hinton inoculadas con
las cepas, con una turbidez de 0,5 Mc Farland. Se colocé un disco de amoxicilina/acido clavulanico (AMC)
en el centro de una placa de Petri, y alrededor de este se colocaron discos de Ceftazidima (CAZ),
Ceftriazona (CRO) y Aztreonam (AZT) a 20 mm de distancia del disco central. Se leyo a las 24 — 48 hs de

incubacion a 28°C.

Método para deteccion de MBL (métalo-B-lactamasas) productoras de carbapenemasas
(Sanchez, et al., 2008): Se inocularon las placas segun las recomendaciones del CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, por sus siglas en inglés) para la prueba de difusién por disco. De la misma

manera que en la prueba anterior, se utilizaron placas con medio de cultivo Mieller Hinton y se inocularon
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con una suspension de la cepa con una turbidez 0,5 Mc Farland, luego se colocaron discos conteniendo
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y discos comerciales conteniendo Ceftazidima (CAZ), Imipenem
(IMI1) y Meropenem (MERO), a 15 mm de distancia de centro a centro, del primero. Se leyé a las 24 — 48

hs de incubacién a 28°C.

3.8. Extraccién de acidos grasos de las cepas
La extraccidon de acidos grasos se realizd por tratamiento de 40 mg (peso humedo) de células
crecidas en la tercera estria a las 24 horas. El segundo paso fue efectuar una saponificacidn con una
solucidon preparada con 150 mL de alcohol metilico, 150 mL de agua y 45 g de hidréxido de sodio. Luego
se realizd una metilacidn con 4acido clorhidrico 6 N y alcohol metilico (46 % v/v).
En seguida se realizd una extraccién con n-hexano-metil terbutil eter (1:1) y lavado con hidréxido
de sodio en agua (1,2 % p/v) de acuerdo con el procedimiento del sistema de identificacion SHERLOCK

(MIDI Newark, Del., USA).

3.9. Anélisis de acidos grasos

Los acidos grasos se determinaron como metil ésteres por cromatografia gaseosa, usando una
columna capilar Ultra 2 de 25 m de longitud, 0,2 mm de didmetro. El analisis se llevd a cabo con un
cromatégrafo HP 6890 GC series Il GC (inyeccidon «splitless»; presién inicial 10 psi; programa de
temperatura: 170-260°C a 5°C/min, 260-310°C a 40°C/min, 1,5 min. de permanencia a 310°C) detector
por ionizacién de llama controlado por HP 3365 (Hewlett Packard). La integracion de los picos se efectud
mediante el software HP 10.01 Chem Station. Los acidos grasos se identificaron con estandares Agilent
«Calibration standards kit for the microbial identification system», el sistema es automatico, de

autocalibracidn. La composicién en acidos grasos fue calculada como porcentaje del area de pico.
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4. RESULTADOS

4.1. Consorcio bacteriano

4.1.1. Mineralizaciéon y Espectrofotometria UV-Vis

La concentracidn inicial de penicilina en el medio de cultivo fue de 176 ppm, en el final de Ia
experiencia se obtuvo una degradacién relativa de penicilina del 46,62%. Este valor se obtuvo de una
curva de calibracidon ya existente en el laboratorio.

Al transcurrir los dias, el consorcio bacteriano utilizd el antibiético como fuente de carbono y
energia, generando la curva de crecimiento que se siguié en el espectro a 600 nm (fig. 10). El antibidtico

se midié a 245 nm, donde se observé una disminucién del mismo (fig. 10,11).
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Figura 10. Mineralizacidn del consorcio bacteriano.

El seguimiento de la mineralizacidn, de CO, acumulado por el consorcio bacteriano, obtuvo un
valor de 289,50 mg/L al dia catorce (fig. 11), con un aumento sostenido de la cantidad de CO, acumulado.
Al comparar las mediciones del antibidtico a 245 nm y la acumulacién de CO, en el sistema, (fig.
11) se observo una relacidn inversa en los datos, donde a medida que aumenta la cantidad de CO,, va

disminuyendo la cantidad de antibidtico presente en el sistema.
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Figura 11. Acumulacidn de CO; liberado por el consorcio bacteriano y consumo de penicilina.

Se realizé la derivada primera de las medidas de absorcidon a 245 nm (fig. 12), en donde se
demostré que el dia uno es el maximo de absorbancia de la solucidon que contiene los sistemas, con un
valor de 0,177, evidenciando que fue el dia con mayor consumo de antibidtico. En cambio, el mayor dia
de produccién de CO, fue el dia 0 con un valor de 75,93, que corresponde al dia de adaptacién al nuevo

entorno del consorcio bacteriano.
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Figura 12. Derivada primera de la absorbancia en funcion del tiempo.
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4.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

El analisis FT-IR del antibiético de penicilina G con una concentracion de 200 ppm (fig. 13),

presenta las siguientes bandas de absorbancia:

e A 3207 cm™, correspondiente al estiramiento O—H del —COOH.

e A3088 cm™, correspondiente al estiramiento C—H del anillo aromatico.

e A 1768 cm™, una banda caracteristica del estiramiento del enlace C=0 presente en el
anillo B-lactamico.

e A 1649 cm™, se observé una banda de absorcion que se debe a la deformacion del
enlace N-H en el grupo funcional amida de la penicilina G.

e A1354cm™, una banda correspondiente al estiramiento del enlace C-N en el anillo B-
lactdmico.

e A1114 cm™, se observd flexién C-CO-N de las C=0.

e A950 cm™, una banda que representa el estiramiento C-O-H del -COOH.
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Figura 13. FTIR de penicilina G, concentracién 200 ppm.

El analisis FT-IR de los sistemas a diferentes dias (fig. 14), registraron las siguientes bandas de
absorcion:
e A 3165 cm™ correspondiente al estiramiento O-H del grupo funcional -COOH.

e A 3040 cm™ correspondiente al estiramiento C-H del anillo aromatico.
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e A 1765cm™, una banda caracteristica del estiramiento del enlace C=0 presente en el
anillo B-lactamico.

e A 1673 cm™, una banda de absorcion que se debe a la deformacién del enlace N-H en el
grupo funcional amida de la penicilina G.

e A 1338 cm™, una banda correspondiente al estiramiento del enlace C-N en el anillo B-
lactamico.

e A 1106 cm™, una banda que se observo en la flexion C-CO-N del grupo funcional C=0.

e A953cm™, una banda que representa el estiramiento C-O-H del grupo funcional -
COOH.

Se observé que la intensidad de las bandas a 3165 cm™, 3040 cm™, 1765 cm™, 1673 cm™, 1338
cm™y 953 cm™ disminuyd en el dia 14 en comparacion con las bandas obtenidas en los dias 1y 7, lo
cual indica un cambio en la estructura de la penicilina. También se evidencié que desaparecié la banda a
1106 cm™, banda que representa la flexién C-CO-N del grupo funcional C=0 lo cual evidencia que se

produjo una hidrdlisis del antibiético penicilina G.
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Figura 14. FTIR del consorcio bacteriano para los dias 0 (—), dia 7(—) dia 7 y dia 14(—).

4.1.3. Recuento de bacterias heterodtrofas cultivable

En el dia 0, se obtuvo un recuento de bacterias de 2,89x107 UFC/mL, al séptimo dia el recuento

fue de 2,99x108 UFC/mL y a los 14 dias el recuento fue de 2,71x108 UFC/mL.
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4.2. Cepas obtenidas del consorcio bacteriano

4.2.1. Morfologia de las cepas

A partir del consorcio se pudieron aislar, obtener la morfologia e identificar 11 cepas (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas.

Cepas Forma Elevacidn Margen Tamaio Textura Color y caracteristicas opticas  Coloracion Gram
1-PG1 Redonda Si Entero Chica Mantecosa Crema brillosa Bacilo (-)
2- PG2 Redonda Si Entero Chica Mantecosa Blanca brillosa Bacilo (-)
3-PG3 Redonda Si Entero Chica Mantecosa Amarilla opaca Cocobacilo (-)
4- PG4 Redonda No Entero Puntillosa Mantecosa Crema opaca Bacilo (-)
5- PG5 Redonda No Entero Chica Mantecosa Amarilla opaca Cocobacilo (-)
6- P15 Redonda Si Entero Puntillosa Mantecosa Transparente Brillosa Cocobacilo (-)
7-P1 Redonda Si Entero Puntillosa Mantecosa Transparente brillosa Cocobacilo (-)
8- P2 Redonda Si Entero Chica Seca Verde tornasolada Bacilo (-)
9-P3 Redonda Si Entero Puntillosa Seca Blanca brillosa Cocobacilo (-)
10- P4 Redonda No Entero Puntillosa Mantecosa Amarilla opaca Cocobacilo (-)
11-P5 Redonda Si Entero Chica Mantecosa Manteca brillosa Cocobacilo (-)

Al realizar la mineralizacién de cada una de las cepas, se obtuvo una concentracion medida del
antibidtico de entre 16 — 75 ppm. Al transcurrir los dias las cepas crecieron obteniéndose una curva de

crecimiento (fig. 15), leida en el espectro a 600 nm. Las cepas se incubaron por 7 dias.

4.2.2. Espectrofotometria UV - Vis

Como se observa en las imagenes (las cepas se agruparon de a dos) desarrollaron una curva de
crecimiento a partir de los datos de la absorbancia medida a 600 nm con respecto a los dias de incubacion
(fig. 15).

En los graficos se observd que todas las cepas registraron una fase de latencia de 1 dia. Las cepas
2, 8,9y 10 tuvieron una fase exponencial maxima de 2 dias, seguida de una fase estacionaria que duré 3
dias. En el caso de las cepas 2 y 8, después de la fase estacionaria, se observé un aumento en la curva,
indicando que las bacterias contindan utilizando el antibidtico como fuente de carbono y energia. Sin
embargo, no sucedid lo mismo con las cepas 9y 10, ya que después de la fase estacionaria se observé una
disminucién en la curva, indicando la disminucién de la poblacién bacteriana.

Las cepas 1 y 5 presentaron un crecimiento exponencial que durd 2 dias. Después de la fase

exponencial, la curva mostré una disminucion, lo que indica que no hubo una fase estacionaria, sino que
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sblo se observé una disminucién en la poblacidn bacteriana. Esto demostré que hubo una limitacion en el
crecimiento bacteriano.

En cuanto a las cepas 3, 4 y 6 la fase exponencial durd 4 dias, pero tampoco se observé una fase
estacionaria, sino que paso directamente a una disminucidon de la poblacion bacteriana.

Por ultimo, las cepas 7y 11, presentaron una fase exponencial de 1 dia, que fue un tiempo menor
gue en las cepas anteriores, y luego se presentd una fase de disminucién poblacional. En el caso de la cepa
7, hubo una disminucién en el crecimiento que durd 1 dia, pero durante 3 dias se mantuvo constante

antes de comenzar la lisis.
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Figura 15. Curvas de crecimiento de las distintas cepas.
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4.2.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Al realizar el analisis FT-IR de la mineralizacidn de las cepas, se observd que sélo 4 cepas
presentaban una variacién en las bandas de absorcion comparando el dia O con respecto al dia 7. Las
demads cepas presentaron el mismo espectro ambos dias.

En este trabajo, sélo se presentardn los graficos en donde se indicaron cambios:

e En el andlisis de la cepa 1 — PG1 (fig. 16), la banda de absorcién a 1655 cm™, que se debe a la

deformacién del enlace N-H en el grupo funcional amida de la penicilina, en el dia 7 desaparece y

los demds estiramientos siguen apareciendo pero con menor intensidad comparado con el dia 0.

Se evidencid un posible cambio en la estructura de la penicilina.
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Figura 16. FTIR cepa 1-P G1, dia 0 (—) y dia 7 (—).

e En el andlisis de la cepa 5 — PG5 (fig. 17), se observé una variacién en la intensidad en el dia 0 con
respecto al dia 7 presente en todos los estiramientos. En el dia 7, la banda de absorcion a 1668
cm™' que es caracteristico del estiramiento C=0 presente en el anillo B-lactdmico, presenté un
poco mas de intensidad que en el dia 0 cuando quizds tendria que haber sucedido al revés. Se
evidencio que no hubo un cambio en la estructura de la penicilina y que el cambio presentado en

el grafico se puede deber a interferencias en el equipo o excipientes presentes en la muestra.
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Figura 17. FTIR cepa 5 — PG5, dias 0(—) y dia 7(—).

e En el andlisis de la cepa 8 — P2 (fig. 18), se observé una variacion en la intensidad en el dia 0 con
respecto al dia 7 presente en todos los estiramientos. En el dia 7, la banda de absorcion a 1354
cm™ que es caracteristico del estiramiento del enlace C-N en el anillo B-lactamico y el estiramiento
a 1114 cm™ que representa la flexion C-CO-N de las C=0, presentd un poco mas de intensidad
que en el dia 0 cuando quizas tendria que haber sucedido al revés. Se evidencidé que no hubo un
cambio en la estructura de la penicilina y que el cambio presentado en el grafico podria ser

causado por interferencias en el equipo o excipientes presentes en la muestra.
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Figura 18. FTIR mineralizacion cepa 8 - P2, dia 0 (—) y dia 7(—).
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e En el andlisis de la cepa 10 — P4 (fig. 19), se observé una variacion en la intensidad de los distintos
picos, presentando un poco mas de intensidad en los estiramientos del dia 7 con respecto al dia
0. Se evidencid que no hubo un cambio en la estructura de la penicilina y que el cambio
presentado en el grafico podria ser causado por interferencias en el equipo o excipientes

presentes en la muestra.
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Figura 19. FTIR mineralizacion cepa 10 - P 4, dia 0 (—) y dia 7 (—).

4.2.4. Recuento de bacterias heterétrofas cultivables
Las concentraciones obtenidas de las cepas son las que se muestran en la siguiente tabla (Tabla
2), en todos los casos se observd que luego de una semana los valores aumentan en una unidad

logaritmica.
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Tabla 2. Crecimiento obtenido al dia 7.

Cepas Dia 0 Dia 7

1- PG1 5,19 x 10 " UFC/mL 2,15 x 10 8 UFC/mL
2- PG2 3,12 x 10 “UFC/mL 5,14 x 10 8 UFC/mL
3-PG3 8,00 x 10 " UFC/mL 2,05 x 10 8 UFC/mL
4- PG4 2,26 x 10 “UFC/mL 3,98 x 10 8 UFC/mL
5- PG5 1,24 x 10 UFC/mL 3,24 x 10 8 UFC/mL
6- P15 1,24 x 10 UFC/mL 3,98 x 10 8 UFC/mL
7-P1 5,35 x 10 “UFC/mL 1,85 x 10 8UFC/mL
8- P2 3,60 x 10 “UFC/mL 1,82 x 10 8 UFC/mL
9-P3 2,90 x 10 7 UFC/mL 5,03 x 10 8 UFC/mL
10- P4 2,49 x 10 "UFC/mL 1,68 x 10 8UFC/mL
11-P5 9,70 x 10 " UFC/mL 2,18 x 10 8 UFC/mL

4.2.5. Busqueda de B-lactamasas

Para determinar la presencia de BLEE (B-lactamasas de espectro extendido), se utilizo el método
de Jarlier, donde se evidencid por el efecto sinérgico del inhibidor y los discos que las cepas BLEE positivas
fueronlascepasi, 2,3, 7,8,9y 10 (Figura 20) (Tabla 3). Los resultados se interpretaron positivos cuando

se observé una ampliacidn del halo de inhibicidn, efecto de huevo o cola de pez.

Tabla 3. Método de Jarlier de doble disco para identificacion de BLEE (B8-lactamasas de espectro extendido). Cro (ceftriaxona),
Caz (ceftazidima), Azm (aztreonam) y Amc (amoxicilina/ ac. clavuldnico).

Cepas Cro Caz Azm Amc Resultado | Formacion de pigmento
1-PG1 | 0,3cm - - 0,5cm Blee (+) No
2-PG2 | 0,8cm | 0,7cm | 0,7cm | 0,7cm Blee(+) No
3-PG3 | 1,4cm - - 0,5cm Blee (+) No
4-PG4 | 0,2cm - - 0,3cm Blee (-) No
5-PG5 - - - 0,5cm Blee (-) No
6 - P15 - - - - Blee (-) No
7-P1 - 0,1cm | 1,9cm - Blee (+) Verde
8-P2 - - 1cm - Blee (+) Verde
9-P3 - - 0,7 cm - Blee (+) Verde
10-P4 | 0,1cm - lcm - Blee (+) Verde
11-P5 - - lcm - Blee(-) Verde
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Cepa 1- PG 1: Se observé una Cepa 2 - PG2: Se encontrd un Cepa 3 - PG3: Se observo una
deformacién (sinergia) de los efecto de sinergia entre amc deformacién en el halo de
halos de cro y amc, BLEE (+) con cro, cazy azt, BLEE (+) inhibicién de amc inducida por

azt (forma de huevo), BLEE (+)

Cepa 4 - PG4: No se observé Cepa 5 - PG5: No se observd Cepa 6 — P15: No se observé
sinergia entre los discos, BLEE(-)  sinergia entre los discos, BLEE(-)  sinergia entre los discos, BLEE(-)

—— e
Cepa 7 —P1: Se observo una Cepa 8 — P2: Se observo una Cepa 9 — P3: Se observé una
deformacién del halo de azt deformacién del halo de azt deformacién del halo de azt
inducida por amc (forma de inducida por amc (forma de inducida por amc (forma de
huevo), BLEE(+) huevo), BLEE(+) huevo), BLEE(+)
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Cepa 10 — P4: Se observo una deformacion del Cepa 11 — P5: No se observo sinergia entre los
halo azt inducido por cro (efecto de huevo), BLEE discos, BLEE(-)

(+)

Figura 20. Antibiogramas para la deteccion de cepas productoras de Blee.

De la misma manera, se procedié a la identificacidn de las cepas productoras de MBL (Metalo-B-
lactamasas). Se demostrd un resultado positivo presentado por la sinergia entre los discos de imi — edta
o caz — edta — mer. se observé que las MBL positivas son las cepas 1, 2, 5, 7, 8, 10 y 11 (Figura 21) (Tabla
4).

Tabla 4. Método para deteccion de MBL (metalo — 8 Lactamasas) productoras de carbapenemasas. Imi (imipenem), Edta (dcido
etilenodiaminatetraacético), Caz (ceftazidima), Mer (meropenem).

Cepas Imi Edta Caz Edta Mer Resultado Formacién de pigmento
1-PG1 - 0,6cm 1,1cm 0,7cm 1cm MBL (+) No
2-PG2 - 0,4cm 0,8cm 0,4cm 0,4cm MBL (+) No
3-PG3 - 0,4cm - 0,4cm - MBL (-) No
4-PG4 - 0,3cm - 0,3cm - MBL (-) No
5-PG5 - 0,4cm - 0,4cm - MBL(+) No
6-P15 - 0,3cm - 0,3cm - MBL(-) No
7-P1 - 0,6cm - 0,6cm 0,7cm MBL(+) Verde
8-P2 - - 0,1cm - 0,9cm MBL (+) Verde
9-P3 - - - - 0,6cm MBL(-) Verde
10-P4 - - 0,2cm - 0,8cm MBL (+) Verde
11-P5 - 0,2cm 0,3cm - 0,8cm MBL (+) Verde
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Cepa 1-PG1: Se observa un Cepa 2 — PG2: Se observo una  Cepa 3 —PG3: No se observd

efecto de sinergia entre el halo deformacién en el halo de sinergia entre los discos, MBL(-)
de inhibicion de Imi que fue inhibicién de caz inducido por
inducido por Edta y los alos de Edta, MBL(+)
caz y mer inducido por Edta,
MBL(+)

Cepa 4 — PG4: No se observo Cepa 5 — PG5: Se observé una Cepa 6 — P15: No se observd
sinergia entre los discos, MBL(-)  sinergia entre el halo de Edtay  sinergia entre los discos, MBL(-)
mer, MBL(+)

Cepa 7 —P1: Se observd una Cepa 8 — P2: Se observo una Cepa 9 —P3: No se observd
deformacién del halo de deformacién del halo de sinergia entre los discos, MBL(-)
inhibicién de mer inducido por inhibicién de mer inducido por
Edta, MBL(+) Edta, MBL(+)
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Cepa 10 — P4: Se observo una deformacion del
halo de inhibicién de mer inducido por Edta,
MBL(+)

Cepa 11 — P5: Se observo una deformacion del
halo de inhibicién de mer inducido por Edta,
MBL(+)

Figura 21. Antibiogramas para la deteccion de cepas productoras de MBL

Se realizd una comparacién (Tabla 5) entre las cepas productoras de BLEE y las cepas productoras

de MBLYy se registra que 5 de las cepas son productoras de ambas enzimas. Las demds cepas sélo producen
una enzima o ninguna.

Tabla 5. Cepas y produccion de enzimas BLEE y MBL

Cepas 1-PGl 2-PG2 3-PG3
BLEE + + +

MBL + +

4-PG4 5-PG5 6-P15 7-P1 8-P2 9-P3 10-P4 11-P5
+ - - + + + +

- - + - + + - + +

4.2.6. Analisis de acidos grasos

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos mediante cromatografia gaseosa, que
representan con detalle los porcentajes de acidos grasos junto con su respectivo tiempo de retencién,
para cada una de las cepas investigadas. Estos datos proporcionan, la composicién lipidica de la pared

celular de las cepas analizadas, mostrando las diferencias y similitudes en la distribucién de los acidos

grasos a lo largo del tiempo de retencién.
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Tabla 6. Tiempo de retencion y porcentaje de dcidos grasos de cada cepa, obtenidos a partir de cromatografia gaseosa. TR:
tiempo de retencion, AG: dcidos grasos.

Porcentaje (%)

TR AG 1-PG1 2-PG2 3-PG3 4-PG4 5-PG5 6-P15 7-P1 8-P2 9-P3 10-P4  11-P5

1.334 Sum In Feature 2 0,97

1.431 10:030H 1,47

1.547 12:0 1,76

1.715 13:0 anteiso 3,34

1.947 14:0iso 2,05

2.040 14:0 6,06 4,36 1,31 311 7,48 250 4,88

2.175 15:1is0G 0,41

2.199 15:1 anteiso A 0,79

2.218 15:0is0 22,66 7,39 1,15 2,28 10,10

2.247 15:0 anteiso 43,88 11,82 1,98 3,19 1,84 48,49

2.297 15:1wb5c 0,37

2.368 14:0iso 30H 0,64

2.392 14:020H 2,74

2.475 Sum In Feature 2 4,38 8,27 8,84 2,38 0,38

2.490 16:0 N alcohol 4,66 0,94 1,28

2.511 16:0iso 0,81 7,91

2.543 16:0 anteiso o 1,72 o o
a 3 b

2.554 16:1w9c g 2,18 g g

2.574 Sum In Feature 3 < 1945 2873 1962 11,94 27,81 1904 029 2 <

2.618 16:0 20,35 § 14,84 24,25 21,87 23,79 28,32 20,00 9,16 é é

2.667 15:0iso0 30H § 0,34 é é
= ’ = =

2.699 15:020H 0,23

2.763 Sum In Feature 9 6,92 0,47 2,43 5,62 4,40

2.808 17:0iso 1,55 2,35 0,73

2.838 17:0 anteiso 4,22 8,02

2.859 17:1w8c 1,73 1,84

2.891 17:0cyclo 3,73 3,60 3,32 0,39

2.916 17:0 0,95 1,16 0,82

2.975 16:0iso 30H 0,22

3.039 17:0 10-methyl 0,28

3.097 18:3 wéc (6,9,12) 6,47 2,09

3.142 Sum In Feature 5 1,67 3,25 2,16

3.156 18:1w9c 26,77 0,66

3.171 Sum In Feature 8 13,11 10,38 42,19 11,78 12,76 36,05

3.220 18:.0 0,99 1,96 3,45 3,41 2,21 0,40

3.280 17:0iso 30H 2,00 1,45

3.334 18:0 10-methyl, TBSA 8,41

3.386 17:030H 8,53 0,23
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3.448
3.493
3.513
3.580
3.656

3.686

capacidad de utilizar penicilina como fuente de carbono y energia.

Sum In Feature 6 0,32 1,75

19:0 cyclo w8c 3,91

19:0 1,07
18:1 20H 0,19 0,76

20:4 w6,9,12,15c 1,63

18:0 30H 0,42

Se pudieron identificar 2 cepas (Tabla 7) mediante el analisis de los acidos grasos presentes en su

pared celular, con un indice de identificacién del 0,5. Cabe destacar que el cromatdgrafo gaseoso usado

posee un sistema de autocalibracién.

Tabla 7. Identificacion de cepas

Identificacion

Cepas
7-P1
9-P3

Serratia odorifera

Paenibacillus polymyxa (Bacillus)

La composicién en acidos grasos de cada cepa fue calculada como porcentaje del area del pico

obtenido en los cromatogramas correspondientes (fig. 22). Este enfoque permitié una caracterizacién de

los perfiles lipidicos de las cepas, revelando las proporciones relativas de los distintos acidos grasos

presentes en su composicion.

58 -
56 -

54

T T T T T
15 B 25 2

Cepa 1-PG1

Cepa 3-PG3
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P3: Paenibacillus polymyxa (Bacillus)

Cepa 9

Figura 22. Cromatogramas de las cepas

P2

Cepa 8
En el anadlisis de acidos grasos faltd procesar 3 muestras (2, 10 y 11), por una falla en el

cromatdgrafo gaseoso.
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A partir de los datos obtenidos en la tabla 6, se generé el dendograma de las cepas (fig.23) para

determinar las similitudes o diferencias entre las cepas estudiadas.

Distance

7]

- 008
- G525
- 'S
- 5LE
=00
- 5EE
- 051
=574

11-P5
| 2-PG2
10-P4

4-PG4
7-P1
5-PG5
_C 8-p2
6-P15
3-PG3
9-P3
1-PG1

Figura 23. Dendograma

Se observa que se obtienen tres conglomerados, el primer conglomerado (arriba), se compone de
las cepas 2-PG2, 10-P4 y 11-P5, son las cepas que no fueron procesadas por el cromatdgrafo. El segundo
conglomerado (medio) se compone de seis cepas, las cuales son: 3-PG3, 4-PG4, 5-PG5, 6-P15, 7-P1y 8-P2,
lo que nos indica que tienen un nivel de similitud entre ellas de 20 aproximadamente. El tercer
conglomerado se compone de dos cepas que son 1-PG1 y 9-P3, con un nivel de similitud de 23
aproximadamente. Los conglomerados dos y tres tienen una similitud de 25 aproximadamente.

En el conglomerado dos, las cepas 4-PG4 y 7-P1 son similares, al igual que con las cepas 5-PG5 y

8-P2, al mismo tiempo estas dos ultimas tienen una similitud con la cepa 6-P15.
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5. DISCUSION

La biodegradacién de antibiéticos en el medio ambiente, se lleva a cabo mediante el uso de
microogranismosy enzimas. Por lo general, no causa contaminacidn secundaria, se puede utilizar en una
variedad de entornos y es un método de eliminacidn respetuoso con el medio ambiente (Liu et al., 2021).
Al utilizar a la penicilina G como fuente de carbono y energia se observaron resultados diferentes entre el
consorcio bacteriano y las cepas individuales, el consorcio degradd a la penicilina mientras que las cepas
individuales no lo hicieron. En el consorcio bacteriano, la presencia de turbidez a 600 nm, indicé que hubo
un desarrollo bacteriano y que este aumentd su nimero en una unidad logaritmica (Fiallos Nufiez, 2017).
La absorbancia a 245 nm, permitié realizar un seguimiento de la presencia de grupos quimicos de la
penicilina por el espectrofotdmetro. La biodegradacién o utilizacién de este antibidtico produce
mineralizacién (Poppo Trujillo, 2009) y esto puede utilizarse para realizar pruebas de este proceso

(Martinez Pérez, 2007).

El seguimiento de la evolucion del CO, acumulado por el consorcio bacteriano mostré un mayor
desarrollo durante las primeras 24horas. Se trabajé con frascos cubiertos con papel aluminio e incubacion
con agitacidn constante a oscuras para evitar la foto degradacion que se da en los 150 minutos (Quin et
al.,, 2021). Esta acumulacidn es la que nos demuestra una biodegradacion de la penicilina, medida
mediante la prueba de desprendimiento de CO, en recipientes cerrados (Martinez Pérez, 2007).
Resultados similares se observaron en estudios previos pero para cezfatacidima, demostrando que los
consorcios bacterianos provenientes de sitios contaminados también pueden desarrollarse con otros

compuestos complejos como son los antibiéticos (Gutiérrez et al., 2022).

El consorcio bacteriano estaba integrado por 11 cepas cultivables, las cuales tuvieron el mismo
tratamiento que el consorcio, se les realizé una mineralizacién de penicilina G. Sin embargo, a diferencia
de lo que sucedid con el consorcio bacteriano, se encontré que las cepas no utilizaban el antibiético.
Aungue se observé un crecimiento bacteriano, no se evidencidé una degradacion clara del antibidtico en

los espectros de FT-IR, lo que no concordd con el modelo de mineralizacidon (Martinez Pérez, 2007).

Al analizar los espectros del FT-IR del consorcio bacteriano, se observé un cambio en la estructura
de la penicilina. En el dia 14, en comparacién con los dias 1y 7, se evidencid una disminucién en la banda
a 3165 cm™, estiramiento que representa el enlace O-H del grupo funcional =COOH (acido carboxilico),

disminuye. A 3040 cm™, la banda caracteristica del enlace C-H del anillo aromatico también disminuyd en
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intensidad. A 1765 cm™ la banda caracteristica del estiramiento del enlace C=0 (cetona) presente en el
anillo B-lactamico, también mostré una disminucion en su intensidad, al igual que la banda a 1338 cm™
que representa el enlace de C-N en el anillo B-lactdmico. ). La banda de absorcién a 1673 cm™, que
corresponde a la deformacién del enlace N-H del grupo funcional amida de la estructura de penicilina,
también disminuye su intensidad. Se observé otra disminucion de intensidad en la banda a 953 cm™ que
representa el estiramiento del C-OH del grupo funcional =COOH (acido carboxilico). La banda de absorcion
que desaparecio fue la que se presentaba a 1106 cm™, que representa la flexién del enlace C-CO-N del
grupo funcional de C=0 (cetona) del anillo B-lactdmico. La desaparicidon de esta banda de absorcidon
sugiere que se produjo una hidrdlisis del antibidtico por la presencia de B-lactamasas, que se encontraron
en algunas de las bacterias aisladas, evidenciando que las B-lactamasas actian rompiendo el enlace
amidico del anillo B-lactamico, previa unidn al grupo carboxilo (antibdticos betalacamicos, sf.). En el
trabajo de Reis et al., (2020), parte Il, informan sobre la degradacion de la penicilina por medio de
hidrdlisis y fotdlisis medida por materia organica, pero que principalmente la degradacion sucede por
hidrdlisis del anillo B-lactamico lo que genera productos de degradacién que a menudo se encuentran en

concentraciones mas altas que la forma original, ese producto seria el acido penicilico (Cirilo et al., 2013).

En los espectros obtenidos del FT-IR de cada cepa, sélo se observé un cambio significativo en el
espectro de la muestra 1 — PG1 que es muy parecido al que se dio en el consorcio bacteriano. En los
espectros de las demas cepas, se observaron cambios en las intensidades de las bandas, pero estos
cambios no correspondieron a alteraciones en la estructura de la Penicilina G, lo que sugiere que no hubo
una hidrdlisis del antibidtico. Es posible que haya ocurrido cometabolismo (Kenner-Veiga et al 2022), en
el cual los productos resultantes son semejantes estructuralmente a los compuestos originales y suelen
acumularse. En este caso de cometabolismo, otro material orgdnico fue utilizado como fuente primaria

de carbono y energia (Martinez Pérez, 2007).

Los microorganismos pueden producir enzimas que degradan los antibidticos, como las B-
lactamasas, que pueden escindir los anillos B-lactamicos de las cianotoxinas y las cefalosporinas. Segun la
especificidad de sustrato de las B-lactamasas, se pueden dividir aproximadamente en tres categorias:
penicilinasas, cefalosporinasas y cefalosporinasas de tipo oxime (Singh et al., 2023). Las enzimas de
penicilina descomponen facilmente los antibidticos de penicilina, mientras que las enzimas de
cefalosporina tienen una mayor actividad en la descomposicidn de los antibiéticos de cefalosporina, y las
enzimas de oxima cefalosporina tienen un efecto de descomposicién tanto en la penicilina como en la

cefalosporina, pero son especialmente buenas para descomponer la oxima cefalosporina. Para degradar
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eficazmente los antibidticos, se pueden construir sistemas enzimaticos (Liu et al 2021). Estos son
inmovilizados sobre nanoparticulas magnéticas FesO4 (Gao et al., 2017b) para inmovilizar la B-lactamasa

para degradar la penicilina.

La presencia de BLEE positivo se observd en siete de las once cepas, y siete con capacidad
productora de metalo-B-carbamepenasas. Estas bacterias que hidrolizan a la penicilina G por medio de
las enzimas B-lactamas o carbamepenasas, son resistentes a ese antibidtico, pero pueden utilizarlo como
fuente de carbono y energia cuando se encuentran asociadas junto a otras bacterias. En el estudio de las
bacterias aisladas se encontrd que varias poseian la capacidad de producir de B-lactamasas, esto coincide

con la biodegradacion de cefalosporinas en sedimentos lacustres y suelos (Reis et al., 2020).
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6. CONCLUSION

A partir de la experiencia realizada, se concluye que se obtuvo un consorcio bacteriano de una
muestra de suelo patagdnico, contaminada con residuos de la industria del petréleo proveniente de
biopilas de repositorios de la cuenca del Golfo San Jorge. Este consorcio bacteriano demostré ser capaz
de utilizar a la penicilina como fuente de carbono y energia, lo cual se evidencié mediante la generacién
de CO,, indicando que el antibiético fue mineralizado y utilizado como fuente de carbono y energia.

A partir de ese consorcio, se aislaron cepas y se observd que estas cepas no son capaces de
mineralizar la penicilina de manera individual, lo que sugiere que su capacidad de utilizar a la penicilina
como fuente de carbono y energia se da en forma grupal.

Es importante destacar que el andlisis de los perfiles de los acidos grasos permitié identificar
Unicamente dos cepas aisladas, las cuales fueron identificadas como Paenibacillus polymyxa y Serratia

odorifera.
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