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Resumen

La contaminacién atmosférica es causada por la accion de materiales biolégicos, particulas
y diferentes sustancias quimicas que alteran su composicion. Por la contaminacién
atmosférica se han reportado efectos adversos agudos sobre la salud de las personas como
la reduccion de la funcion pulmonar y la muerte prematura. La Agencia de proteccion
ambiental clasifica 188 compuestos quimicos como contaminantes peligrosos para la
atmosfera, entre ellos se encuentra el Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Xileno y Estireno
(BTEXS), los cuales son sustancias de origen organico que se caracterizan por ser volatiles
a condiciones normales de presién y temperatura. Dentro de los procesos de remocion de
BTEXS estan los tratamientos biolégicos que utilizan microorganismos para metabolizar los
compuestos organicos. Este tratamiento puede combinar la remocion con la produccién de
compuestos de alto valor afiadido, como lo son los polihidroxialcanoatos (PHAS), un
poliéster bioldgico utilizado para la produccion de bioplasticos que se acumula
intracelularmente en forma de granulos, y su funcion bioldgica es ser fuente de energia y
carbono de reserva para los microorganismos. La valorizacidon de estos contaminantes
utilizando microorganismos ofrece ventajas sobre los otros procesos de remocién, como lo
son los bajos costos operativos, menor huella de carbono y un menor requerimiento de

energia, como también con una mirada a la economia circular.

El presente trabajo estudia la operacion semicontinua en ciclos Feast-Famine de un reactor
agitado de 2 L utilizando un cultivo de Pseudomonas putida mt-2 y una alimentacién
continua de tolueno gaseoso, donde la carga organica fue de 24 g m= ht, Posteriormente,
se realizaron los ciclos de operacion con una duracién de 5 dias de la fase Famine, la
remocion de tolueno se mantuvo sobre el 90% y la acumulacién de PHAs promedio fue de
6,5%. Junto con la baja acumulaciéon de PHAs se observa una alta concentracion de TOC,
lo que sugiere la presencia de un metabolito intermediario en la ruta de degradacion de

tolueno de una coloracién amarilla en el medio.

El estudio concluye que la operacién semicontinua en ciclos operativos con Pseudomonas
putida mt-2 puede ser un tratamiento de remocion para emisiones continuas de tolueno, sin
embargo, se debe optimizar para la acumulacion de PHAs. Por lo que para investigaciones
futuras se recomienda buscar una optimizacioén de ciclos Feast-Famine para la acumulacion
de PHAs e indagar en la produccién de metabolitos intermedios para su posible

valorizacion.
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1. Introduccién

1.1. Contaminacion Atmosférica: Dafios a la salud e impacto ambiental

La atmosfera es la capa gaseosa que rodea la tierra, la cual estd compuesta principalmente
por nitrégeno (78,08%), oxigeno (20,95%), argdn (0,934%) y CO; (0,038%). Ademas de los
compuestos mencionados, la atmosfera presenta trazas de otros gases a niveles inferiores
del 0,002% como amoniaco, mondxido de carbono, helio, hidrégeno, metano, ozono, entre
otros. Ademas, la atmosfera contiene entre un 1% a 3% en volumen de vapor de agua
(Stanley E. Manahan, 2006).

La alteracién de la composicion de la atmosfera se denomina contaminacion atmosférica y
es causada por accion de otros compuestos, como materiales biologicos, particulas y
diferentes sustancias quimicas. Estos contaminantes pueden ser de origen primario -
aquellos que son emitidos directamente al aire por la fuente de contaminacién-, o de origen
secundario - aquellos que se forman en la atmosfera por reacciones a partir de los
contaminantes de origen primario-. Los contaminantes primarios incluyen el material
particulado y los contaminantes gaseosos como 6xidos de azufre (SOy), 6xidos de nitrégeno
(NOy), 6xidos de carbono (COy) y compuestos organicos volatiles (COVs). Por otro lado, los
contaminantes secundarios incluyen el ozono gaseoso, el cual se genera a partir de 6xidos
de nitrégeno e hidrocarburos, y corresponde a uno de los principales componentes del
smog fotoquimico, y aerosoles de particulas de sulfato y nitrato, que se generan a partir de

oxido de azufre y de nitrégeno, respectivamente(Thurston, 2016).

Debido a la contaminacion atmosférica, se han reportado efectos adversos agudos sobre
la salud de las personas, incluyendo la reduccion de la funcién pulmonar, inflamacién del
pulmén, problemas asmaticos, aumento en el ingreso hospitalarios por problemas
respiratorios y cardiacos, como también la muerte prematura. Por otro lado, para los efectos
adversos por exposicion cronica se han reportado enfermedades respiratorias como

bronquitis y asma, como también mortalidad prematura (Thurston, 2016).

En cuanto al impacto de la contaminacién atmosférica sobre el ambiente, los mayores
efectos corresponden al aumento de la acidez en la atmoésfera, contribucion al efecto
invernadero y el smog fotoquimico, incremento de la corrosién de materiales y alteracion

de la capa de ozono (Stanley E. Manahan, 2006).
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1.2. Compuestos Organicos Volétiles (COVs)

Entre los contaminantes mas comunes de la atmédsfera se encuentran los Compuestos
Organicos Volatiles (COVs), los cuales son sustancias de origen organico, es decir, que
contienen carbono en su estructura. Se caracterizan por ser volatiles a condiciones
normales de presién y temperatura. Se producen por la combustién de hidrocarburos, el
procesamiento de pinturas, adhesivos, productos petroliferos, productos farmacéuticos,

refrigerantes, emisiones de fuentes moviles y solventes de limpieza (Thurston, 2016).

Gran parte de los COVs son generados por actividades antropogénicas consistentes en
industrias manufactureras, industrias petroquimicas y emisiones de vehiculos. Ademas, los
COVs son foto quimicamente sensibles, y cuando se exponen a 6xidos de nitrégeno y a luz
solar, forman ozono y otros productos. La formaciéon de ozono a nivel del suelo y smog

cancerigeno es de gran preocupacion (Berenjian et al., 2012).

Muchos COVs estan clasificados por la EPA (Siglas en inglés para la Agencia de Proteccion
Ambiental) como téxicos atmosféricos, que son aquellos que causan o pueden causar
cancer u otros efectos graves para la salud de las personas, como efectos reproductivos o
defectos de nacimiento. La EPA considera 188 compuestos quimicos clasificados como
contaminantes peligrosos para la atmosfera, entre ellos se encuentra el grupo de COVs
denominado BTEXS compuesto por Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Xileno y Estireno, cuya
estructura quimica se puede ver figura 1. Son hidrocarburos aromaticos volatiles que se
encuentran comunmente en el petréleo crudo y en los productos derivados del petréleo,
siendo considerados uno de los principales contribuyentes a la contaminacién ambiental
(Raza et al., 2018).

CH4 CHs _CH,
Benceno
Tolueno Etilbenceno Estireno
CH
HaC CHg 3
CHa CHa,
p-Xileno o-Xileno m-Xileno

Figura 1. Estructura quimica Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Estireno, p-Xileno, o-Xileno, m-Xileno.

11



Especificamente para el Tolueno, la EPA menciona que una exposicion corta a
concentraciones sobre los 100 ppm puede provocar irritacion de ojos y del sistema
respiratorio superior, pero que con concentraciones elevadas puede haber efectos en el
rindn. Por otro lado, la exposicion prolongada puede provocar depresion de los niveles
hormonales reproductivos, depresion de la respuesta inmunitaria y posibles cambios en la

funcién del cerebro.

Actualmente en Chile solo existe una norma que regula los limites de exposicion a Benceno,
este es el Decreto 5 “Norma primaria de calidad del aire para el compuesto organico volatil
Benceno” que establece un limite anual de concentracién de 3 ug m=3. Se considerara
sobrepasada la norma primaria de calidad de aire para benceno como concentracion anual,
cuando en cualquier estacion monitora ocurra, que el promedio aritmético de un afio
calendario, fuere mayor o igual al valor de la nhorma que se establece. La norma indica que
el Tolueno, Etilbenceno y Xileno producen consecuencias negativas en la salud a
concentraciones altas, a diferencia del benceno que causa riesgo a la salud a
concentraciones bajas. Es por esto, que la norma establece que el Tolueno, Etilbenceno y
Xileno emitidos en la misma fuente que el Benceno, se regulan al establecer un limite de

concentracion de Benceno.

1.3. Tratamientos de remocion de COVs

Existen diversos procesos de tratamiento y remocion de los COVs tales como tratamientos
fisicoquimicos de adsorcion, oxidacion térmica, oxidacién catalitica y los tratamientos

biolégicos.

En el proceso de adsorcidn, las moléculas de COVs son removidas de la corriente gaseosa
al transferirse a la superficie solida del adsorbente. El absorbente puede ser carbén
activado el cual puede regenerarse o eliminarse después del tratamiento. La adsorcion se
caracteriza por permitir tratar grandes volimenes de aire con una baja concentraciéon de
COV (Edwards & Nirmalakhandan, 1996).

El proceso de oxidacion térmica consiste en una cadmara con revestimiento refractario con
un quemador de propano o gas natural y una chimenea. La temperatura de funcionamiento
oscila entre 760 y 870°C y un tiempo de residencia de gas maximo de 1 seg. Este
tratamiento se caracteriza en estar adaptado para altas concentraciones de COV. Por otro
lado, la oxidacion catalitica consiste en la adicién de un catalizador dentro del sistema, que

modifica la energia de activacion requerida para la oxidacién, por lo que ésta ocurre a
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temperaturas menores. Las temperaturas de operacion se encuentran entre 320 y 540 °C.
Los catalizadores pueden contener 6xidos metélicos como 6xidos de cromo y éxidos de

niquel (Berenjian et al., 2012).

Los tratamientos biolégicos se basan en el uso de microorganismos que utilizan los COVs
como sustrato, metabolizandolos como fuentes de carbono y energia (0 ambas), para su
crecimiento y mantenimiento. Este tratamiento ofrece ventajas sobre los otros procesos de
remocién, como bajos costos operativos, menor huella de carbono y un menor
requerimiento de energia, puesto que los microorganismos pueden metabolizar los
compuestos organicos a temperatura ambiente (Berenjian et al., 2012). Los métodos
biol6gicos incluyen bio-lavadores, biofiltros, biofiltros percoladores, biorreactores de

membrana y Reactores de crecimiento en suspension.

El tratamiento por bio-lavadores estd compuesto por dos unidades operativas: absorcién y
biorreactor. La absorcion se lleva a cabo en una columna empaguetada donde ocurre la
transferencia de materia del contaminante gaseoso a la fase liquida. Luego el biorreactor
realiza el tratamiento de los contaminantes presentes en la fase liquida, por medio de la
accion de los microorganismos suspendidos en un medio con nutrientes esenciales
(Edwards & Nirmalakhandan, 1996).

Los Biofiltros consisten en reactores de lecho poroso donde los microorganismos estan
inmovilizados, la corriente gaseosa que contiene el contaminante pasa a través de este
lecho, donde es degradado por los microorganismos (Edwards & Nirmalakhandan, 1996).
Por otro lado, en los biofiltros percoladores la corriente de aire contaminado pasa a través
de un lecho empacado de material inerte en el que se inmoviliza de forma natural un cultivo
mixto de microorganismos (Huub HJ Cox & Marc A Deshusses, 1998). Mientras el aire
contaminado es forzado a atravesar el lecho compacto, una fase acuosa se recicla sobre el
lecho para proporcionar la humedad y nutrientes al cultivo inmovilizado. El lecho empacado
proporciona la superficie necesaria para la fijacién de la biopelicula y para el contacto gas-
liquido (Huub HJ Cox & Marc A Deshusses, 1998).

Por otra parte, los biorreactores de membrana son equipos que utilizan una membrana que
separa las fases liquida y gaseosa. Los nutrientes y la biomasa se encuentran en la fase
liguida, mientras que los contaminantes se presurizan para inducir la difusién hacia la

solucion acuosa (Edwards & Nirmalakhandan, 1996).
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Finalmente, se tienen los reactores de crecimiento en suspension, el cual consiste en un
reactor agitado que contiene el microorganismo en suspensién en un medio nutritivo. Al
reactor se alimenta la corriente gaseosa, donde los organismos activos en suspension
degradan el contaminante de interés. Este tipo de tratamiento permite un mejor control de

la biomasa y los nutrientes (Mukesh Doble & Anil Kumar, 2005).

Los tratamientos biol6gicos antes mencionados estdn enfocados en la biotransformacion
del contaminante en diéxido de carbono y agua. Sin embargo, el método de remocion en
reactores de crecimiento en suspension se puede orientar a la obtencion de productos con

valor agregado (Kourmentza et al., 2017).

1.4. Rutas metabolicas

Los microorganismos unicelulares y pluricelulares mediante el uso de un vasto repertorio
de reacciones enzimaticas y procesos de transporte pueden procesar y convertir miles de
compuestos organicos en biomoléculas necesarias para su existencia. Estos dirigen la
distribucion y el procesamiento de los metabolitos a través de extensas vias denominadas

rutas metabdlicas (Schilling et al., 1999).

Los microrganismos cuentan con enzimas especificas para la degradacion de diferentes
compuestos organicos, y que a través del proceso catabdlico los transforman en moléculas
organicas simples. Estas moléculas organicas simples pueden ser utilizadas por el propio
microorganismo para posteriores procesos metabélicos o bien pueden ser liberadas al
medio en el que se encuentran y ser descompuestas por otros microbios presentes
(Abbasian et al., 2016).

En el caso particular de la ruta metabdlica de degradacion de tolueno en Pseudomonas
(Nogales et al., 2017)(Abbasian et al., 2016), el Tolueno es convertido en Benzoato por las
enzimas Tolueno metil-monooxigenasa (EC 1.14.15.26), Alcohol bencilico deshidrogenasa
(EC 1.1.1.90) y Benzaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.28). Luego, el Benzoato es
convertido a Catecol por las enzimas Benzoato 1,2-dioxigenasa (EC 1.14.12.10) y 2-hidro-
1,2-dihidroxibenzoato deshidrogenasa (EC 1.3.1.25). Ver figura 2.
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Figura 2. Ruta metabdlica de degradacion de Tolueno a Catecol.

Para continuar la ruta del tolueno, la segmentacién del anillo de catecol previamente
obtenido puede llevarse a cabo a través de dos vias metabdlicas, la via Orto-segmentacion
o la Meta-segmentacion, ver figura 3. La enzima encargada de la segmentacion del anillo
en la via Orto-segmentacion es la Catecol 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.1) y la encargada

en la via Meta-segmentacion es la Catecol 2,3-dioxigenasa (EC 1.13.11.2).
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Figura 3. Ruta metabdlica para degradacion de Catecol por via orto-segmentacion (izquierda). Ruta metabdlica

para degradacion de Catecol por via meta-segmentacion (Derecha).

Dado que los productos intermedios y finales son diferentes segun la ruta de segmentacion,
el estado y composicién del sistema de biodegradacion puede variar. La utilizaciéon de una
u otra via depende de la especie microbiana y de la naturaleza del sustrato de crecimiento

(Cao et al., 2008), como también en la concentracion del sustrato (Loh & Chua, 2002)

En el caso de la Pseudomona putida mt-2, esta posee la via de Meta-segmentacion
codificada en el plasmido (TOL pWWO) (Kunz & Chapman, 1981) (Parales et al., 2008) y
la via Orto-segmentacion codificada por cromosomas (Assinder & Williams, 1990). De forma
especifica, se ha reportado que la degradacion de Tolueno ocurre por la via Meta-

segmentacion, debido a que se observaron altos niveles de Catecol 2,3-dioxigenasa (Kunz
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& Chapman, 1981). Sin embargo, también se observaron actividad de la Catecol 1,2-
dioxigenasa, pero en niveles bajos (Kunz & Chapman, 1981; Feist’ And & Hegeman, 1969).

1.5. Sintesis Polihidroxialcanoatos (PHAS)

En los procesos de degradacion con empleo de bacterias se puede combinar la
biorremediacion con la produccion de un material de alto valor afiadido (Kourmentza et al.,
2017). Algunos de los productos de valor afiadido que se pueden generar son, por ejemplo,
la produccion de Hidrégeno con el uso de bacterias inmovilizadas usando como fuente de
carbono un efluente de biodiesel industrial rico en glicerol crudo (Prakash et al., 2018), la
produccion de aminoacidos con el uso de bacterias usando como fuente de carbono
metanol (Pfeifenschneider et al., 2017), y también la produccion de PHAs con el uso de
bacterias utilizando diversas fuentes de carbono como glucosa y COVs (Kourmentza et al.,
2017).

En el caso de los Polihidroxialcanoatos (PHAS), estos son un poliéster biolégico o
biopolimero utilizado para la produccion de bioplastico. Se caracteriza por ser termoplastico,
biocompatible, inerte, no toxico e insoluble en agua. Se genera en condiciones de
fermentacion, bajo ciertas condiciones de estrés. La forma de produccion es limitando los
nutrientes esenciales como el nitrégeno o el fésforo con exceso de fuente de carbono. Estos
poliésteres se acumulan intracelularmente en forma de granulos, y su funcién bioldgica es
ser fuente de energia y carbono de reserva para los microorganismos (Kourmentza et al.,
2017).

Los PHAs se clasifican en dos grupos segin el niumero de atomos de carbono que
componen su unidad numérica. Los PHAs de cadena corta (scl-PHAS) estan constituidos
por 3 a 5 atomos de carbono, mientras que los PHAs de cadena media (mcl-PHAS) cuentan

con 6 a 14 atomos de carbono (Kourmentza et al., 2017).

La produccion de PHAs también ocurre en rutas metabdlicas descritas, como es el caso de
la ruta de sintesis de scl-PHAs y mcl-PHAs a partir de Acetil-CoA (Figura 4 y figura 5). La
que podria llevarse a cabo utilizando tolueno como sustrato y Acetil-CoA como metabolito
intermedio, previamente obtenido de la ruta de Orto-segmentacion y Meta-segmentacion

mencionada en el punto 1.4.
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Figura 4. Ruta metabdlica para la sintesis y degradacion intracelular de P3HB a partir de Acetil-CoA. Se indican
principales enzimas implicadas en el proceso. (modificada de (Garcia et al., 2013)
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Figura 5. Ruta para la sintesis de PHA de cadena media en Pseudomonas a partir de una fuente de carbono.
(modificada de (Garcia et al., 2013))

En cuanto a las aplicaciones de los PHAs, estas pueden ser en la industria de empaques,
medicina, farmacia, agricultura y alimentos o como materias primas para la sintesis de
quimicos enantioméricamente puros y para la produccion de pinturas. Por ejemplo, los
biopolimeros de cadena corta se utilizan para la fabricaciéon de botellas desechables para
champu, contenedores para productos alimenticios, bolsas y otros productos desechables
como pafales, servilletas, rastrillos, vasos y cubiertos. Por otro lado, los biopolimeros de
cadena media se utilizan para la fabricacién de adhesivos, como cubierta para quesos y

fabricacion de hule biodegradable, entre otros (Garcia et al., 2013).

Se ha reportado en la literatura que el cultivo por lotes alimentados o el cultivo continuo son
métodos eficaces para producir PHAs con altos niveles de productividad. Para esto se
utiliza un sistema de dos etapas, en la primera etapa se obtiene una concentracion de

biomasa sin limitacién de nutrientes denominada etapa Feast (festin) y en la segunda etapa
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se promueve la acumulacion de PHAs limitando uno de los nutrientes esenciales,
denominada etapa Famine (hambruna) (Kourmentza et al., 2017). En ambas etapas la

fuente de carbono esta en exceso (Garcia et al., 2013).

Por otro lado, se ha reportado produccién de PHAs usando P. Fulva utilizando como fuente
de carbono BTE en fed-batch (Ni et al., 2010), produccién de PHAs mediante el uso de P.
putida mt-2 usando BTEX como fuente de carbono en un reactor agitado por 48 hrs
(Nikodinovic et al., 2008) como también produccion de PHAs con P. putida mt-2 usando
como fuente de carbono glicerol/octanoato en botellas agitadas por 60 hrs (Fontaine et al.,
2017). Los estudios antes mencionados son llevados a cabo en batch o bien en un periodo
determinado de operacion, no consideran ciclos continuos de operacién. Es por esto que,
el presente estudio evalUa ciclos continuos de operacion para la produccion de PHAs

utilizando como fuente de carbono Tolueno.
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2. Hipotesis y Objetivos
2.1. General

El objetivo General de este trabajo es estudiar la degradacion de Compuestos Organicos
Volatiles (COVs) y la acumulaciéon de Polihidroxialcanoatos (PHA) en un reactor biolégico

de forma simultanea.

2.2. Especificos

I. Determinar la capacidad de degradacion de las cepas P. fulva y P. putida mt-2 de
degradar compuestos TEXS en operacién Batch y con distinta dosificacion
nutricional de nitrégeno.

[I.  Determinar el efecto de la duracién del ciclo feast-famine en la degradacién de
tolueno en un biorreactor semicontinuo con P. putida mt-2.

[ll.  Evaluar la operacién semicontinua con ciclos continuos de operacién para la
degradacion de Tolueno y acumulacion de PHAs bajo limitacion de nitrdgeno

utilizando P. putida mt-2.
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3. Materiales y métodos

3.1. Cribado de degradacién

A continuacién, se presentan el diagrama del proceso y esquema del experimento

discontinuo.
Fuente de
Carbono
Espacio de
cabeza
M9+MO
| ® |
Figura 6. Diagrama del proceso discontinuo.
Condiciones Parametros:
estudiadas: - Volumen 190 mLu
Degradacion y - Temperatura 25 °C
acumulacian PHA - Agitacion 250 pm .
(Cualitativo) - Concentracmnrslmc:lal espacio
de cabezad4gm
Pseudomonas Fulva
Botellas
Pseudomonas Putida mt-2
Contaminante estudiado: Variables:
- Tolueno - Remocion de Tolueno
- Etilbenceno - Acumulacion de PHAs
- Estireno
- Xileno
- Mezcla (Tolueno, Etilbenceno,
Estireno)

Figura 7. Esquema resumen Cribado de degradacion.

3.1.1. Medio de cultivo y operacién

El medio que se utilizé para el cultivo y operacion Feast del reactor es un medio de sales
minerales, el cual estaba compuesto por (por L de M9): 0,5 g NH4Cl; 7,52 g Na;HPO4-2H,0;
3 g KH2PO4; 0,5 g NaCl; 1 mL de una solucién 1 M MgS0a4-7H-0; 0,3 mL de una solucion 1
M CaCl,-2H,0; 1 mL de Biotina 1 mg mL?; 1 mL de Tiamina-HCI 1 mg mL?; 10 mL de
solucion traza (5 g EDTA,; 0,83 g FeCl;-:6H,0; 84 mg ZnCl,; 13 mg CuCl,-2H,0; 10 mg
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CoCl,-6H,0; 10 mg HsBOg3; 1,6 mg MnCl.-4H,0 por litro de solucién). M9 sin NH4Cl (M9-
NF) fue utilizado en la fase de Famine.

3.1.2. Condiciones experimentales

Los experimentos Batch se llevaron a cabo en botellas serolégicos de 1,2 L. Se estudiaron
cuatro contaminantes individualmente (tolueno, etilbenceno, estireno y xileno) y en mezcla
(tolueno, etilbenceno y estireno). Los experimentos se llevaron a cabo en duplicados para
cada contaminante y la mezcla. Se considero una botella de control que contenia el medio

MSM junto con el contaminante.

Antes de comenzar el experimento, la Pseudomonas putida mt-2 (Facilitada por la
Universidad de Santiago, Chile) y la Pseudomonas Fulva (facilitada por la Universidad de

Valladolid, Espafia) se cultivaron en diez botellas seroldgicas con 200 mL de medio M9.

En primera instancia, 190 mL de la biomasa que se cultivd en medio M9 se colocaron en
cada botella. La concentracién inicial de biomasa de la P. putida mt-2 fue de 0,73 gL'y la
concentracion de biomasa de la P. Fulva fue de 0,35 g L en cada botella. Se realiz6 una
aclimatacion en medio M9, que consistié en agregar el contaminante en estado liquido a
cada botella con una concentracion esperada en la fase gas de aproximadamente 4 g m
en el espacio de cabeza. El contaminante se agreg6 cada vez que la cepa lo degradé y fue

medido diariamente.

Luego, las botellas que degradaron el contaminante entre tres y cinco veces se pasaron al
siguiente experimento de Famine. En este experimento, la biomasa de la botella se re
suspendié en medio M9-NF y se agreg6 el contaminante en estado liquido a cada botella
con una concentracion de aproximadamente 4 g m= en el espacio de cabeza. El
experimento se detuvo cuando el microorganismo disminuyé la degradaron del

contaminante.

Para el andlisis, se tomaron 6 mL cada dia en la fase de Famine para la caracterizacion de
PHAs y la cuantificacion de la biomasa. Una vez finalizado el experimento, se analizé el
nitrégeno total (TN), el carbono orgénico total (TOC) y el carbono inorganico (IC) de cada

botella y se cuantifico la biomasa final.
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3.1.3. Andlisis quimicos

3.1.3.1. Cuantificacion COVs

El espacio cabeza de las botellas fue medida cada dia en un Cromatdgrafo de gases Agilent
8869 en una columna HP-5 (30 m x 320 um x 0,25 um) con helio como gas de arrastre y
con un Detector de lonizacién de Llama (FID). La temperatura del inyector y la linea de
transferencia fue de 275 °C y 250 °C, respectivamente. La temperatura inicial del horno fue
de 80°C por 2,5 min, luego de 80 °C a 150 °C a una tasa de 100 °C por minuto. Se utilizd

una jeringa de 250 pL para tomar la muestra gaseosa.

3.1.3.2. Caracterizacion de polihidroxialcanoatos

La caracterizacion de PHA se determiné por cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS). Setomaron 2 mL de muestra y se suspendieron en 2 mL de una solucién
de cloroformo con acido sulfarico al 15% v/vy 2 mL de solucién de metanol con 0,5 mg/mL
de &cido metilbenzoico como patrén interno. Luego, se incubé durante 4 horas a 100°C en
un termobloque Fisherbrand y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregd 1 mL de
agua desmineralizada, se tom¢ la fase organica en el fondo y se filtr6 (0,22 ym). El andlisis
se realiz6 en un cromatégrafo de gases (GC) Agilent 7820A acoplado a un espectrometro
de masas (MS) Agilent 5977E con una columna DB-WAX (30 m x 250 ym x 0,25 ym). La
relacion Split fue de 1:10 y el helio se utilizé como gas portador a un caudal de 0,9 mL min-
!, La temperatura del inyector fue de 275 ° C y la temperatura de la linea de transferencia
fue de 250 °C. Latemperatura inicial del horno fue de 40 °C durante 2 min, luego de 40 °C
hasta 150 °C a una velocidad de 5 °C y finalmente hasta 240 °C a una velocidad de 10 °C.
Para la obtencion de iones positivos se utiliz6 ionizacién por impacto electrénico a 70 eV y
se generaron espectros de masas de barrido de iones de m/z 50 a m/z 650. (Borrero-de
Acufia et al., 2021).
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3.2. Estudio de la duracién del ciclo feast-famine

A continuacion, se presentan los materiales y métodos utilizados para el estudio de la
duracion del ciclo feast-famine.

Flujo gas
Salida
_ ———
) Flujo gas
Aire [ Entrada

v

Tolueno

o
;

()
Base M DQ

Figura 8. Diagrama del proceso.

Paréametros:
-Volumen 2 L
- Temperatura 25 °C
Condiciones estudiadas: - Agitacién 350 rpm
Degradacién y acumulacion - pH_? . ) 6 dias Feast
PHA (Cuantitativo) - Flujo aire 200 mL min-1 — ! 5 dias Famine
- Carga organica 24 g m™> h™'
Biorreactor | Pseudomenas Putida mt-2 2 4 ‘?""5 Fea_st
9 dias Famine
Contaminante Variables: L] 3 1 dias Feast
estudiado: ariables: 3 dias Famine

- Remocién de Tolueno

- Concentracion Biomasa

- Nitrogeno total en el medio de operacion
- Dias de Famine

- Acumulacion de PHAs

Tolueno

Figura 9. Esquema resumen estudio de la duracién del ciclo feast-famine.
3.2.1. Medio de cultivo y operacién
El medio que se utilizé para el cultivo y operacion Feast del reactor es un medio de sales
minerales, el cual estaba compuesto por (por L de M9): 0,5 g NH4Cl; 7,52 g Na;HPO4-2H-0;

3 g KH2POy; 0,5 g NaCl; 1 mL de una soluciéon 1 M MgSO,-7H.0; 0,3 mL de una solucién 1
M CaCl,-2H,0; 1 mL de Biotina 1 mg mL*?; 1 mL de Tiamina-HCI 1 mg mL*; 10 mL de
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solucion traza (5 g EDTA; 0,83 g FeClz3-6H20; 84 mg ZnClz; 13 mg CuCl>-2H,0; 10 mg
CoCl-6H20; 10 mg H3BOs3; 1,6 mg MnCl»-4H,0 por litro de solucién). M9 sin NH4Cl (M9-
NF) fue utilizado en la fase de Famine.

3.2.2. Crecimiento celular

El crecimiento del in6culo de Pseudomonas putida mt-2 (Facilitada por la Universidad de
Santiago, Chile) se realiz6 en una botella serologica de 1,2 L con 200 mL de M9, 0,4 mL de
glucosay 4,7 L de Tolueno. La botella estuvo a una agitacion de 250 rpm y a 25°C durante
una semana. Después, la botella se dividié en dos botellas en las mismas condiciones
durante una semana. El medio de cultivo fue renovado una vez a la semana, esto con el fin
de tener un in6culo fresco. Todos estos procedimientos se llevaron a cabo en condiciones

estériles.

3.2.3. Biorreactor set-up

Las fases de Feast y Famine se llevaron a cabo en un biorreactor Biostat®A de vidrio
borosilicato de sobremesa con un volumen de trabajo de 2 L. El reactor se agitaba
continuamente a 350 rpm con una turbina Rusthon de seis palas y se utilizaba una manta
calefactora para mantener la temperatura a 25 °C. El pH se midi6é en tiempo real con un
sensor digital de pH y se mantuvo a 7,0 con una solucion de NaOH de 4 M. El tolueno se
inyect6 con el objetivo de alcanzar una concentracion en la corriente de entrada de 4 g m=
con una bomba de jeringa, la cual dosific6 compuesto a una velocidad de 0,05 mL h%, y con
un tiempo de residencia del gas en el reactor de 10 min, siendo la carga organica igual a
24 g m? hl. La entrada de flujo de aire se aliment6 a 200 mL min? y se ajusté con un
rotametro. La mezcla de aire y tolueno se difundié en el reactor con un difusor de gas de

acero inoxidable de 2 ym de poros.

3.2.4. Condiciones experimentales

En primera instancia, se afiadi6 el in6culo Pseudomonas putida mt-2 al biorreactor
previamente esterilizado y se completé el volumen hasta 2 L con M9. El biorreactor

comenzd con un ODeso de 0,021 (equivalente a 0,01 g L) y 165 mg L* de nitrégeno.

Se realizaron tres ciclos de operacion, donde la etapa Famine tendria una duracion de 2, 9
y 3 dias. En el primer ciclo, el reactor comenzé con una biomasa inicial de aproximadamente
1,5 g L'* y una concentracion inicial de nitrégeno de 30 mg L. Después de 2 dia se

renovaron 500 mL de M9 medio dos veces con el propésito de incrementar la concentracion
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de la biomasa. El siguiente ciclo operacion comenz6 con una biomasa inicial de
aproximadamente 1,92 g L' y una concentracion inicial de nitrégeno de 29 mg L. Luego
de 9 dias se renovo 500 mL de medio M9 dos veces. El tercer ciclo comenzd con una
biomasa inicial de aproximadamente 2,5 g L** y una concentracion inicial de nitrégeno de

29 mg L. Después de 3 dias en condicion Famine se renové 500 mL de medio M9.

Durante todo el tiempo de la operacion, se renovo 100 mL de muestra del biorreactor cada
dia para realizar analisis de TOC/IC/TN, cuantificacion de biomasa y cuantificacion y

caracterizacién de PHAs. La operacién completa tuvo una duracion de 49 dias.

3.2.5. Analisis Quimicos

3.2.5.1. Cuantificacion biomasa

La cantidad de biomasa se determind por gravimetria, se tomaron 5-10 mL diarios de
muestra del reactor y se filtraron (0,45 um) en un filtro previamente masado. El filtro se seco
durante 24 horas a 105 °C y se enfrié a temperatura ambiente en un desecador (American
Public Health Association, 2017). Finalmente, se maso el filtro. Al inicio de la operacion, el

crecimiento celular se registré midiendo la densidad 6ptica (OD) a 650 nm.

3.2.5.2. Cuantificacion COVs

La corriente gaseosa de entrada y salida de tolueno fue medida cada dia en un
Cromatégrafo de gases Agilent 8869 en una columna HP-5 (30 m x 320 um x 0,25 um) con
helio como gas de arrastre y con un Detector de lonizacion de Llama (FID). Las condiciones
operacionales del equipo son las mencionadas en el punto 3.1.3.1. Se utiliz6 una jeringa de

250 pL para tomar la muestra gaseosa.

3.2.5.3. Cuantificacion de Nitrégeno Total, Carbono Organico Total y Carbono
Inorganico en el medio

La concentracion del nitrogeno total (TN), carbono organico total (TOC) y carbono

inorganico (IC) fue medida cada dia en un Analizador de carbono total TOC-LCSH/CSN

acoplado con una unidad TNM-1. Para el andlisis se filtraron (0,45 pm) 30 mL de muestra

del reactor y se realizaron diluciones 1:2.

3.2.5.4. Cuantificacion de polihidroxialcanoatos
El método de cuantificacion de PHA fue por gravimetria. Se tomaron 6 mL de muestra del
reactor y se lavaron dos veces con solucion de NacCl (0,9%). El pellet se secé a 80 °C

durante 24 horas en un vial previamente pesado. Luego, se peso el vial para obtener la
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masa de microorganismo. El pellet se molié y se resuspendié en 4 mL de cloroformo y se
incubd durante 4 horas a 100°C en un termobloque Fisherbrand. La muestra incubada se
filtr6 y secd durante 24 horas en un vial previamente pesado. El vial se pesé, y la diferencia

de masa fue la cantidad de PHA determinada. (método modificado, (Lageveen et al., 1988))
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3.3. Estudio de ciclos continuos de operacién

A continuacion, se presentan los materiales y métodos utilizados para el estudio de la

duracion de los ciclos continuos de operacion.

. Flujo gas
Aire 7 Entrada

Flujo gas
Salida

Tolueno

SHC|

N

Figura 10. Diagrama del proceso.

5 dias Famine

1 2 dias Feast
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Figura 11. Esquema resumen estudio de ciclos continuos de operacion.
3.3.1. Medio de cultivo y operacion
El medio de cultivo que se utilizo para el crecimiento del microorganismo corresponde a un
medio Caldo Soja Tripticaseina (TSB). Por otro lado, el medio que se utilizé en la operacion

Feast del reactor fue un medio de sales minerales, el cual estaba compuesto por (por L de
MSM): 0,5 g NH4CI; 6,4 g NasPOs-12H,0; 2 g K:HPO4-3H:0; 0,5 g NaCl; 0,2 g
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MgSO.-7H,0; 0,03 CaCl,-:2H,O; 0,5 g NaHCOs;; 1 mL de solucion traza (0,58 g
ZnS04-7H,0; 3,96 g MnCl,-4H,0; 0,48 g H3BO4; 5,56 g FeS0O4-7H,0; 4,68 g Cl,Co-6H20;
0,34 g CuCl»-2H20; 0,04 g NiCl»-6H.0 y 0,06 g NazM0o0O4-2H,0 por litro de 1 N de HCI).
MSM sin NH4CI (MSM-NF) fue utilizado en la fase de Famine.

3.3.2. Crecimiento celular

El crecimiento del in6culo de Pseudomonas putida mt-2 (Facilitada por la Universidad de
Santiago, Chile) se realiz6 en una botella ISO de 250 mL con 200 mL de TSBy 2 pL de
Tolueno. La botella estuvo a una agitacion de 170 rpm y a 25°C durante 4 dias. El
microorganismo se suspendid en medio MSM para inocular el reactor. Todos estos

procedimientos se llevaron a cabo en condiciones estériles.

3.3.3. Biorreactor set-up

Las fases de Feast y Famine se llevaron a cabo en un biorreactor de vidrio borosilicato de
sobremesa con un volumen de trabajo de 2 L. El reactor se agitaba continuamente a 350
rpom con una turbina de palas y se utilizaba un bafio termoregulado para mantener la
temperatura a 25 °C. El pH se midi6 en tiempo real con un sensor digital de pH y se mantuvo
a 7,0 con una solucién de NaOH de 1 M y una solucién de HCI 1M. El tolueno fue adicionado
al reactor en las mismas condiciones mencionadas en el punto 3.2.3, al igual que el flujo de

aire y la difusion de la mezcla gaseosa.

3.3.4. Condiciones experimentales

En primera instancia, se afiadi6 el in6culo Pseudomonas putida mt-2 al biorreactor
previamente esterilizado y se completé el volumen hasta 2 L con MSM. El biorreactor

comenzd con una concentracion de biomasa de 0,046 g L'y 101 mg L de nitrégeno.

Para iniciar un ciclo de operacion se estableci6 un valor de biomasa inicial de
aproximadamente 0,6 g L' y una concentracién de nitrégeno inicial de 100 mg L. Para
alcanzar estas concentraciones nitrégeno y biomasa se retiraron aproximadamente 1.500
mL de medio del reactor al finalizar cada ciclo de operacion, y se adicion6 1.500 mL de
medio MSM-NF mas 10 mL de una solucién concentrada de NH4Cl (100 g L) previamente

elaborada.

Se estableci6 una duracion de 5 dias para la etapa de Famine, esto considerando el
promedio de dias de Famine realizados en los ciclos de la experimentacion anterior 2, 9y

3 a modo de punto de inicio. Como punto de inicio una concentraciéon de nitrégeno de
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aproximadamente 20 mg L. La duracion de la etapa de Feast fue variable en el tiempo de

operacion.

Las muestras para analisis de PHAs fueron recolectadas al finalizar cada ciclo de operacion

y al dia siguiente de iniciar la etapa Famine.

Como medida para reducir la concentracion de carbono orgénico total en el medio, se
realizo un lavado del reactor, en donde se centrifugaron 500 mL del reactor para recuperar
la biomasa. La biomasa recuperada fue suspendida en 500 mL MSM-NF, para luego ser
afadida al reactor junto con 1500 mL de MSM-NF y 10 mL de una solucién de NH4Cl con

una concentracién de 100 g L. Este procedimiento se realiz6 el dia 76 de operacion.
3.3.5. Analisis Quimicos

3.3.5.1. Cuantificacion biomasa
La cantidad de biomasa se determind por gravimetria utilizando el mismo procedimiento
mencionado en el punto 3.2.5.1 (American Public Health Association, 2017). El crecimiento

celular se registré midiendo la densidad 6ptica (OD) a 600 nm.

3.3.5.2. Cuantificacion COVs

Las mediciones de concentracion de tolueno se realizaron mediante Cromatografia de
Gases (CG) en un equipo Agilent 7890B en una columna HP-5 (30 m x 320 um x 0,25 um)
con helio como gas de arrastre y con un Detector de lonizacion de Llama (FID). La
temperatura del inyector y la linea de transferencia fue de 275 °C y 250 °C, respectivamente.
La temperatura inicial del horno fue de 80°C por 2,5 min, luego de 80 °C a 150 °C a una

tasa de 100 °C por minuto. Se utilizo una jeringa de 250 pL para tomar la muestra gaseosa.

3.3.5.3. Cuantificacion de Nitrégeno Total, Carbono Organico Total y Carbono
inorganico en el medio

Las mediciones de concentracion de nitrégeno total (TN), carbono orgéanico total (TOC) y

carbono inorganico (IC) se realizaron con un equipo analizador multi N/C 3100 Analytik

Jena. Para el analisis se filtraron (0,45 um) 30 mL de muestra del reactor y se realizaron

diluciones 1:2.

3.3.5.4. Cuantificacion de Polihidroxialcanoatos

El método de cuantificacion de PHA utilizado fue el descrito en el punto 3.2.5.4.
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4. Resultados y discusion

4.1. Cribado de degradacion

En la figura 12 se presentan las concentraciones normalizadas de los contaminantes
estudiados en funcién del tiempo en las botellas que contenian el microorganismo P. Fulva.
Se pudo observar que la cepa estudiada degrad6 los contaminantes de Tolueno,
Etilbenceno, Estireno y la mezcla de estos mismos, tanto en presencia como en ausencia
de nitr6geno en el medio. Sin embargo, no degrado el contaminante Xileno. Ademas, se
pudo observar que, para los contaminantes de Etilbenceno, Estireno y la mezcla, la cepa
tuvo un periodo de aclimatacién debido a que el inoculo fue cultivado en presencia de

Tolueno.

Para la cepa P. putida mt-2, en la figura 13 se presentan las concentraciones normalizadas
de los contaminantes estudiados en funcion del tiempo. Se pudo observar que la cepa
estudiada degrado los contaminantes de Tolueno y Etilbenceno, tanto en presencia como
en ausencia de nitrogeno en el medio. Sin embargo, en el caso de los contaminantes
Estireno, Xileno y la mezcla estudiada, se observéd que en el estireno dejé de degradar al
agregar el contaminante en el dia 5, el Xileno la cepa dej6 de degradar al agregar el
contaminante en el dia 7 que correspondio a la tercera inyecciéon de Xileno. Para la mezcla
se observo que la cepa dej6é de degradar al agregar el contaminante en el dia 8 que
correspondié a la cuarta inyeccién de mezcla. Al igual que la cepa anterior, se observé un

periodo de aclimatacion para el contaminante Etilbenceno.

Los resultados de degradacion observados para la P. Fulva son similares a los obtenidos
por J. Acevedo cuando la misma cepa degrado sobre un 80% los compuestos de Tolueno,
Etilbenceno y Estireno en botellas agitadas (J. Acevedo et al., 2023). También, se observo
la remocion de Tolueno y Etilbenceno por Y. Ni usando P. Fulva en un proceso fed-batch
(Nietal., 2010). Por otro lado, los resultados de degradacion de P. putida mt-2 son similares
a los obtenidos por J. Nikodinovic cuando la misma cepa degrado Tolueno en un reactor
agitado (Nikodinovic et al., 2008). Los distintos comportamientos de las cepas observados
se deben a que la tasa de alimentacion del contaminante pudo dar a una disminucion
significativa en el crecimiento celular debido a su toxicidad (Ni et al., 2010; Nikodinovic et
al., 2008) y a una afinidad por el nivel de expresion de la via de degradacion del

contaminante (Duetz et al., 1994).
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Figura 12. Resultados botellas con P. fulva. (a) Tolueno; (b) Etilbenceno; (c) Estireno; (d) Xileno; (e) Mezcla
(Tolueno (e.1), Etilbenceno (e.2), Estireno (e.3)). Etapa con Nitrégeno (o). Etapa sin Nitrégeno ().
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Figura 13. Resultados botellas con P. putida mt-2. (f) Tolueno; (g) Etilbenceno; (h) Estireno; (i) Xileno; (j) Mezcla
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Con las dos cepas analizadas, se pudo observar que la P. Fulva tiene la capacidad de
degradar una mayor parte de los contaminantes estudiados a diferencia de la P. putida mt-
2. Sin embargo, al analizar las muestras extraidas de las botellas en el GC-MS se pudo
observar que en el caso de la P. fulva solo la botella que contenia Tolueno presentaba PHA,
ver figura 14. Por otro lado, al analizar las muestras de P. putida mt-2 se pudo observar
presencia de PHA tanto para el contaminante de Tolueno y de Etilbenceno, ver figura 15y
16.

x10% +TIC Scan 5.d

Figura 14. Diagrama obtenido por GC-MS para P. fulva usando como fuente de carbono Tolueno. Se
sefiala la presencia de Acido 3-hidroxipentanoico (Moorkoth & Nampoothiri, 2016).
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Figura 15. Diagrama obtenido por GC-MS para P. putida mt-2 usando como fuente de carbono Tolueno. Se
sefiala la presencia de Acido 3-hidroxipentanoico (Moorkoth & Nampoothiri, 2016).
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Figura 16. Diagrama obtenido por GC-MS para P. putida mt-2 usando como fuente de carbono Etilbenceno.
Se sefiala la presencia de Acido 3-hidroxipentanoico (Moorkoth & Nampoothiri, 2016).

Dada la posibilidad de utilizar la cepa P. putida mt-2 con una mezcla de Tolueno y
Etilbenceno en una operacién semicontinua los siguientes experimentos se realizaron
usando dicha cepa y como primer andlisis se utiliz6 como fuente de carbono solo Tolueno
con el fin de estudiar el comportamiento individual del contaminante en una operacion

semicontinua.

4.2. Estudio de la duracion del ciclo feast-famine

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos para la primera operacion
semicontinua utilizando como Unica fuente de carbono Tolueno y el microorganismo P.

putida mt-2.

4.2.1. Remocioén Tolueno

Al estudiar la remocion de Tolueno en un biorreactor de operacion semicontinua (ver figura
17) se observd que en la etapa de aclimatacion llevada a cabo los primeros 12 dias, el
microorganismo alcanzé una remocion del 99% del tolueno el dia 9. Para el primer ciclo de
operacion, en la etapa de Feast (entre los dias 13 a 23), se pudo observar que la remocién
del contaminante se mantuvo en un 100%, para luego disminuir a un 63% en el dia 25,
correspondiendo con la etapa de Famine. En el segundo ciclo, se pudo observar
nuevamente una remocion del 100% del tolueno cuando el nitrégeno estuvo disponible
nuevamente (en la etapa de Feast entre los dias 29 a 34), y una diminucion de la remocion
a un valor de 85% en el dia 43 de la etapa de Famine (dias 35 a 43). Finalmente, en el
ultimo ciclo, nuevamente se recupero la remocién del tolueno al 100%, tanto durante el dia
de Feast (45 a 46 dia) como en la etapa de Famine (47 a 49 dia). Durante los dias de

mantencion del reactor, dias 24 a 29 y dias 43 a 45, también se observé una remocién del
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100% del contaminante. Cabe destacar que la disminucion de la remocion se observé en
los dias en que la operacion se encontraba en el ultimo dia de la etapa de la etapa Famine.

El fendbmeno observado en los primeros dos ciclos (reduccién de la degradacion en la etapa
famine), se ha observado previamente por P. holubar, C. Andorfer y R. Braun cuando
estudiaron la degradacion de Tolueno y n-heptano usando como microorganismo lodo
activado y observaron una disminucion de la degradacién cuando se limitaba el nitrégeno
(Holubar et al., 1998). Esto se debe a que al no tener disponible nitrdgeno en cantidad
suficiente el metabolismo debe realizar cambios y por lo tanto se retrasa el transporte de la
fuente de carbono al interior del microorganismo (Chen & Strevett, 2002). Al reducir la
duracion del ciclo feast-famine en el Ultimo ensayo se observa que la remocién de tolueno
se mantiene constante en comparacion con las otras dos operaciones, esto debido a que
en una fase de Famine mas corta los microorganismos consumiran su fuente de carbono
para crecer ya que la limitacion de los factores internos de crecimiento es baja (Oliveira et
al., 2017). Cabe destacar, que se pudo identificar en el segundo ciclo de operacion iniciado

el dia 29 que la capacidad de degradacién disminuy6 al dia 9 de la etapa Famine.
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Figura 17. Concentracion de Tolueno a la salida del reactor (o) y porcentaje de remocion (A) en funcién del
tiempo. La linea continua representa el inicio de la etapa de Feast y la linea discontinua el inicio de la etapa de

Famine.

4.2.2. Crecimiento biomasa

En la figura 18 se presentan las concentraciones de biomasa en el reactor durante el

periodo de operacion de 49 dias. Durante el periodo de aclimatacion del dia 0 al dia 15, se
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pudo observar que el microorganismo tuvo un periodo de latencia de 8 dias, en donde la
concentracion de biomasa se mantuvo por debajo de 0,1 g L%, esto se debe a un bajo
consumo de la fuente de carbono. Luego, desde el dia 9 al dia 15 de operacion se observé
un aumento de la concentracién de la biomasa a un valor de 0,66 g L. Luego de afiadir
nitrdgeno el dia 15, se pudo observar un aumento en la concentracion de biomasa a un
valor de 1,9 g L%, dicho valor se mantuvo durante el primer periodo de Famine y las dos
posteriores etapas de mantencién, dias 25 y 27, en donde se afiadid nitrdgeno. Luego de
afadir nitrégeno el dia 29, la etapa de Famine se inicié en el dia 34 con una concentracién
de biomasa de 1,92 g L1, dicha concentracién disminuyé a un valor de 1,8 g L al finalizar
el periodo de Famine, esto se pudo deber a que la biomasa se adhirié y aglomero en las
paredes del reactor durante la operacion formando un biofilm que dificulto el andlisis de la
concentracion de biomasa. La formacion de biofilm se ha observado antes por M. Espinosa,
A. Salido y J. Ramos en la adhesion de P. putida a semillas maiz (Espinosa-Urgel et al.,
2000), y es también mencionado por A. Lopez, A. Morales y L. Jiménez como una
caracteristica de este microorganismo de formar biofilm en diversas superficies (Lopez-
Sanchez et al., 2016). El ultimo periodo de Famine se inici6 con una concentracion de

biomasa de 2,46 g L'* en el dia 46 y finalizé con una concentracion de 2,96 g L el dia 49.
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Figura 18. Concentracion de biomasa en el reactor en funcién del tiempo. La linea continua representa el inicio

de la etapa de Feast y la linea discontinua el inicio de la etapa de Famine.
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4.2.3. Nitrégeno Total, Carbono Organico Total y Carbono inorgénico

En la figura 19 se presentan las concentraciones de nitrdgeno total, carbono organico total

y carbono inorganico en el reactor durante el periodo de operacion de 49 dias.

Durante el periodo de aclimatacion del dia O al dia 15, se pudo observar un consumo del
nitrégeno disponible en el medio, disminuyendo su valor de 165 mg L a 15,32 mg L. Este
consumo de nitrégeno esté asociado al crecimiento de la biomasa, ver figura 18. En cuanto
al carbono orgénico total, se pudo observar un aumento en su concentracion desde un valor
de 31 mg L a 238 mg L, este aumento se puede deber a la presencia de metabolitos
asociados a la ruta metabdlica de degradacion de Tolueno. No se observé variacién en la

concentracion del carbono inorgéanico.

Luego intercambiar 500 mL de medio del reactor por medio M9 el dia 15, se pudo observar
una concentracién de nitrégeno en el medio de 125 mg L, cuyo valor disminuyé a 30 mg
L el dia 23 iniciando la etapa de Famine. En cuanto al carbono organico total, el dia 15 se
observé un valor de 202 mg L%, el cual aumenté a 366 mg L™ al finalizar la etapa de Famine.

No se observé variacién en la concentracion del carbono inorgénico.

En las dos posteriores etapas de mantencion, dias 25 y 27, en donde se intercambiaron
500 mL de medio del reactor por M9, se observé un consumo del nitrégeno y una
disminucién en la concentracion del carbono organico en el medio. No se observé variacion

en la concentracion del carbono inorganico.

Luego de intercambiar 500 mL de medio del reactor por M9 el dia 29, se pudo observar una
disminucion de la concentracion de nitrdgeno en el medio de un valor de 119 mg L-1 a 29
mg L-1 iniciando la etapa de Famine el dia 34. En cuanto al carbono organico total, el dia
29 se observo una concentracion de 155 mg L-1, valor que aumento levemente a 172 mg
L* al finalizar la etapa de Famine el dia 43. No se observé variacion en la concentracién del

carbono inorganico.

El dltimo periodo de operacion se inicié el dia 45 con una concentracion de nitrégeno de 77
mg L que disminuyé a un valor de 29 mg L el dia 46 el cual correspondié al inicio de la
etapa de Famine. En cuanto a la concentracién de carbono orgénico total en el medio, este
disminuy6 su valor desde 116 mg L' a 107 mg L. No se observd variacién en la

concentracion del carbono inorgénico.
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El comportamiento de la concentracion de TN que se observé durante la operacion de cada
ciclo concuerda con lo observado en los ciclos feast-famine descritos por C. Oliveira, C.
Silva, G. Carvalho y M. Reis en su estudio de estrategias para seleccionar eficientemente
productores de PHA (Oliveira et al., 2017). Por otro lado, el comportamiento de la
concentracion de TOC durante los ciclos de operacion se puede deber a la presencia de
metabolitos intermedios en la ruta de degradacion del tolueno, como se mencioné en el
punto 1.4, la degradacién del contaminante puede ocurrir por dos rutas metabdlicas
dependiendo de cudl sea inducida por el sustrato (Cao et al., 2008).
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Figura 19. Concentracién de Nitrégeno Total (x), Carbono Organico Total (*) y Carbono Inorganico (+) en el
medio en funcién del tiempo. La linea continua representa el inicio de la etapa de Feast y la linea discontinua el
inicio de la etapa de Famine.

4.2.4. Acumulacion PHA

En la figura 20 se presenta la acumulacion de PHAs durante la operacién de 49 dias.
Durante el periodo de aclimatacién (entre 0 y 15 dias), se analiz6 solo una muestra
colectada el dia 13, donde se obtuvo una acumulacion de 0% en peso de PHA. En el primer
ciclo de operacion con un periodo de Famine de 2 dias se obtuvo una acumulacion de 3,4%
y 2,1% en peso de PHA los dias 24 y 25, respectivamente. En el segundo ciclo de
operacion, con la etapa de Famine iniciada el dia 34, se obtuvo una acumulacién promedio
de 12,7%. Por ultimo, en el tercer ciclo, con la etapa de Famine iniciada el dia 46 se pudo
observar una acumulacion promedio de un 3,1%. La acumulacién de PHA que se obtuvo

durante el segundo ciclo de operacion corresponde a aproximadamente la mitad de la
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reportada por J. Nikodinovic y S. Kenny (21,9% de acumulacion de PHA) en su estudio de
degradaciéon de Tolueno utilizando P. putida mt-2 en una operacién continua de 48 horas
(Nikodinovic et al., 2008). La diferencia de la acumulacién de PHAs se pudo deber a los
distintos métodos de cuantificacién utilizados junto con las perdidas en el proceso de filtrado
y secado, como también se pudo deber a la diferencia en las cargas organicas. En el estudio
realizado por J. Nikodinovic y S. Kenny utilizan una carga organica de 130,05 g m3 htly
260,1 g m® h?, a diferencia de esta investigacion en que utiliza una carga organica

significativamente menor de 24 g m= h,

En la figura 20 también se presenta la concentracién de carbono organico total (TOC) en el
reactor durante el periodo de operacion de 49 dias, donde se pudo observar una menor
acumulacién de PHA cuando la concentracion de TOC fue alta, cuyo valor promedio fue de
362 mg L. En cambio, se observé una mayor acumulacién de PHA durante el periodo en
que la concentracion de TOC disminuyé a un valor promedio de 168 mg L. Sin embargo,
no se observd el mismo comportamiento en el Ultimo periodo de Famine, donde la
concentracion de TOC en promedio fue de 108 mg L y la acumulacién fue similar a la
obtenida con el valor de alta concentracién de TOC. Este comportamiento se pudo deber a
que la biomasa en este Ultimo periodo de Famine fue en aumento (ver figura 18) al adicionar
nitrégeno al medio (ver figura 19), por lo que el microorganismo pudo haber destinado la
fuente de carbono y el nitrégeno para su crecimiento y no para la acumulaciéon de PHAs.
Este comportamiento se asimila al observado por B. Anat usando E. Coli donde se observo
que la concentracién de biomasa fue incrementando durante la etapa Famine (Bren et al.,
2013).
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4.3. Estudio de ciclos continuos de operacion

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos para la segunda operacién
semicontinua utilizando como Unica fuente de carbono Tolueno, el microorganismo P.
putida mt-2 y una duracién de la etapa Famine de 5 dias, correspondiente al promedio de

las etapas Famine realizadas en el estudio del punto anterior

4.3.1. Remocioén Tolueno

En las figuras 21 y 22 se presentan las concentraciones del contaminante a la salida del
reactor y el porcentaje de remocién de este con respecto a la concentracion de entrada

durante el periodo de operacién de 98 dias.

En la figura 21 se presentan los datos de remocion de Tolueno entre los dias 0 a 35 de
operacion. El periodo de aclimatacion abarco los dias 0 a 7, donde se observé una remocion
de 100% al dia 3 y una remocién del 40% al dia 7. Esta disminucién de la remocion se
observo al finalizar la etapa Famine, por lo que se pudo provocar un retraso en el transporte
de la fuente de carbono al interior del organismo debido a la baja disponibilidad de nitrégeno
en el metabolismo (Chen & Strevett, 2002). Por otro lado, en los dos primeros ciclos de

operacion la etapa Feast tuvo una duracion de 2 dias y la etapa Famine tuvo una duracion
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de 5 dias, en los cuales se observé una remocién sobre el 99% y el 82% respectivamente.
Finalmente, desde el dia 21 al dia 35 la remocién de tolueno se mantuvo sobre 90%.

En la figura 22, se presentan los datos de remocion de Tolueno entre los dias 35 a 98 de
operacién. Se observé que la remocién se mantuvo sobre el 94% en los ciclos realizados
tanto en la etapa de Feast como Famine, exceptuando en los dias 79 y 80 en donde se
observo una disminucion de la remocion a un 41% y 40%, respectivamente en la etapa
Famine. ElI comportamiento observado concuerda con la capacidad de remocién de
Tolueno de la P. putida mt-2 evidenciado por J. Nikodinovic en su investigacién en un

reactor agitado (Nikodinovic et al., 2008).
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4.3.2. Crecimiento biomasa

En la figura 23 y 24 se presentan las concentraciones de biomasa en el reactor durante el

periodo de operacion de 98 dias.

En la figura 23 se pudo observar durante el periodo de aclimatacién del dia 0 al dia 7, se
pudo observar que el microorganismo tuvo un periodo latencia de 2 dias, en donde la
concentracion de biomasa se mantuvo por debajo de 0,1 g L, para luego alcanzar una
concentracion de biomasa de 0,948 g L el dia 7. El primer ciclo de operacion inici6 el dia
7 con una concentracién de biomasa de 0,594 g L*! y finalizo el dia 14 con una
concentraciéon de 0,910 g “*. En cuanto al segundo ciclo, este inici6 el dia 14 con una
concentracion de biomasa de 0,489 g L y finaliz6 el dia 21 con una concentracion de 0,651
g L%, la disminucién de la concentracion de biomasa con respecto al ciclo anterior se pudo
deber a que la biomasa se adhiri6 a las paredes del reactor. Los dias 21 y 27 se tuvo una
concentracion de biomasa inicial de 0,310 g L y 0,489 g L* respectivamente. Los dias 27

y 35 se tuvo una concentracion final de 1,10 g L.

En la figura 24, se pudo observar que la concentracion inicial de biomasa de los ciclos
iniciados los dias 35, 46, 57, 67, 76, 84 y 91 fueron de 0,760 g L*, 0,690g L, 0,770 g L?,
0,640 g L?, 0,580 g L1, 0,560 g L, 0,480 g L?, respectivamente. El promedio de la

concentracion inicial de biomasa fue de 0,640 g L y su desviacion estandar fue de 0,108
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g L. Por otro lado, las concentraciones finales de biomasa al término del ciclo en los dias
46, 57, 67, 76, 84,91y 98 fueronde 1,60 g L2, 1,94g Lt 1,729 Lt 1,66 g L% 2,12g LY,
2,52 g L1, 2,46 g L, respectivamente. Cabe mencionar que al terminar cada ciclo de
operacién se intercambiaron 1500 mL de medio fresco con nitrégeno para diluir el reactor
e iniciar con una concentracién aproximada de 0,600 g L%, la tasa de dilucién fue de 0,75

por ciclo terminado.

También, se observo que la concentracion de biomasa fue incrementando durante la etapa
Famine de los ciclos, este comportamiento se asimila al observado por B. Anat usando E.
Coli, donde se concluy6 que una parada abrupta crecimiento por la limitacion de nitrégeno
va acompafiada de un pulso de regulacion positiva de la expresion de genes en las areas
relevantes de las vias de asimilacion de nutrientes, este mecanismo permite que las células
mantengan su tasa de crecimiento durante aproximadamente una generaciéon en la que

pueden utilizar bajos niveles de nutrientes (Bren et al., 2013).
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Figura 23. Concentracion de biomasa en el reactor en funcién del tiempo durante los dias 0 a 35 de operacion.

La linea continua representa el inicio de la etapa de Feast y la linea discontinua el inicio de la etapa de Famine.
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4.3.3. Nitrégeno Total, Carbono Orgéanico Total y Carbono inorgénico

En la figura 25 y 26 se presentan las concentraciones de Nitrégeno Total (TN), Carbono
Organico Total (TOC) y Carbono inorganico (IC) en el reactor durante el periodo de

operacion de 98 dias.

En la figura 25 se presentan las concentraciones de TN, TOC y IC en el reactor durante el
periodo de operacion de 0 a 35 dias. El periodo de aclimatacion inicié con una concentracion
de 101 mg L' de TNy de 26,99 mg L** de TOC (0 al dia 7). Durante este periodo se observé
un consumo de TN asociado al crecimiento de la biomasa y no se observé variacién
significativa en la concentracion de IC. Los ciclos de operacion entre los dias 0 a 35 iniciaron
con una concentracion de TN promedio de 102 mg L* para la etapa Feast y una
concentracion inicial de TN promedio de 27 mg L para la etapa Famine. La etapa Famine
finalizé con una concentraciéon promedio de TN de 9 mg L. En cuanto a la concentracion
de TOC, se observé un aumento en su valor durante los ciclos de operacion. Los dos
primeros ciclos iniciaron con una concentraciéon TOC promedio de 16 mg L y finalizaron la
etapa Famine con una concentracién promedio de 97 mg L*. La operacion entre los dias
21 a 35 iniciaron con una concentracion TOC promedio de 44 mg L?, y finalizaron con una
concentracion de 61,9 mg L y 142 mg L™, respectivamente. No observé una variacion en

la concentracion del IC significativa.
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etapa de Feast y la linea discontinua el inicio de la etapa de Famine.

En la figura 26 se presentan las concentraciones de nitrégeno total, carbono orgéanico total
y carbono inorganico en el reactor durante el periodo de operacién de 35 a 98 dias. Los
ciclos de operacion iniciaron con una concentracion de TN promedio de 101 mg L para la
etapa Feast y una concentracion inicial de TN promedio de 23 mg L para la etapa Famine.
La etapa Famine finalizé con una concentracién promedio de TN de 11 mg L. En cuanto a
la concentracion de TOC, se observo en los ciclos realizados entre los dias 35 a 76 una
concentracion TOC inicial promedio de 164 mg L y una concentracion final promedio de

398 mg L. No se observé variacion significativa en la concentraciéon de carbono inorganico.

La operacion iniciada los dias 76, 84 y 91 corresponden a los ciclos después del lavado del
reactor para reducir la concentracion de TOC en el medio. Después del lavado, el ciclo inicio
con una concentracion de TOC de 10,9 mg L y finalizé con una concentraciéon de 222 mg
L. Los siguientes ciclos de operacion iniciaron con una concentraciéon de 49,3 mg Lty 73
mg Ly finalizaron con una concentracién de 334 mg Ly 282 mg L™, respectivamente. No

se observo variacion significativa en la concentracion del carbono inorganico en el medio.

46



500
450
400

o a
o O

Concentracion (mg L?)
P N N W W
[8)]

(@]

|
}
|
00 |
50 :
100 : S | |
\
50 . | K ‘x‘x| Xy, 4\ |
o & ; SRR 5’ SRR sk KHX
35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93 95 97

Tiempo (d)
—X—TN —%—TOC ——IC
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etapa de Feast y la linea discontinua el inicio de la etapa de Famine.

Finalmente, la concentracién promedio inicial de nitrégeno en cada ciclo fue de 102 mg L*
y la concentracién promedio de nitrégeno en que se establecio el inicio de la etapa Famine
fue de 24,7 mg L. El comportamiento observado de la concentracién de TN concuerda con
la estrategia Feast-Famine mencionada por C. Oliveira donde en promedio se tuvo una ratio
de Feast-Famine de 0,7, siendo en promedio mayor la fase Famine lo que beneficia la

acumulacién de PHAs (Oliveira et al., 2017).

Por otro lado, en ambos gréficos se pudo observar que la concentracion de carbono
organico total en el medio tuvo una tendencia al aumento, esto se vio con mas claridad en
los ciclos realizados entre los dias 35 a 98, donde se alcanz6 una concentracion promedio
de 347 mg L de carbono organico total al finalizar los ciclos de Famine. Esta alta
concentracion de carbono orgéanico total en el medio se podria deber a la presencia de un
metabolito intermediario de la ruta de degradacion de tolueno, esto se comenta en mayor

profundidad en la siguiente seccion.

4.3.4. Acumulacion PHA

En los graficos a continuacion, figura 27 y 28, se presentan los porcentajes de acumulacion
de PHA'y la concentracion de carbono organico total (TOC) en el reactor durante el periodo

de operacioén de los dias 0 a 98.
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La acumulacion de PHAs en el reactor durante el periodo de operacion de 0 a 35 dias.
Durante el periodo de aclimatacién del dia 0 al dia 7, se tomd una muestra el dia 4 para
determinar la acumulacién de PHA antes de iniciar con los ciclos de operacion, obteniendo
un valor de 2,8%. También, se analizaron las muestras de los dias 5y 7, donde se obtuvo

acumulacion de 9,6%y 15,6%, respectivamente.

En el primer periodo de Famine iniciado el dia 9 se obtuvo un porcentaje de 5,8% y 15,5%
los dias 10 y 14 respectivamente. Por otro lado, la etapa de Famine iniciada el dia 16 tuvo
una acumulacion de 8,6% el dia 17 y de 8,4% el dia 21, donde no se observé un aumento
en la acumulacién. En la etapa Famine iniciada el dia 25, se observé una acumulacion de
8,4%y 14,3% enlos dias 26 y 27, respectivamente. Por Ultimo, se observé una acumulacién
de 10,4% el dia 35.

Por otro lado, acumulacion de PHAs en el reactor durante el periodo de operacion de los
dias 35 a 98, en donde se pudo observar que la acumulacion se mantuvo por debajo del
6% en todos los ciclos de operacion realizados. Durante la etapa Famine iniciada el dia 41
se obtuvo una acumulacién de 4,6% y 6,3% los dias 42 y 46, respectivamente. En la etapa
Famine que inicié el dia 52 se pudo observar una acumulacién de 6,3% y 5,3% en los dias
53 y 57, respectivamente. La acumulacion de la etapa Famine que inicio el dia 62 fue de
4,5% y 2,0% los dias 63 y 67, respectivamente. En la etapa Famine iniciada el dia 71 se
obtuvo un porcentaje de acumulaciéon de 1,9% el dia 72 y 3,3% el dia 76. El porcentaje de
acumulacion de la etapa Famine iniciada el dia 79 fue de 3,5% el dia 80y 1,8% el dia 84.
Por otro lado, en la etapa Famine iniciada el dia 86 se obtuvo un porcentaje de acumulacion
de 1,9%y 2,7% los dias 87 y 91, respectivamente. Finalmente, en la etapa Famine iniciada

el dia 93 se obtuvo una acumulacion de 2,6% el dia 92 y 2,8% el dia 98.

Se pudo observar que en los ciclos de operacidon con una baja concentracion de TOC
durante la etapa Famine, por debajo de 182 mg L%, tuvieron una acumulaciéon de PHA, con
un valor promedio de 12,8%. Por el contrario, los ciclos de operacién que tuvieron una alta
concentraciéon de TOC durante la etapa Famine, sobre el 182 mg L7, tuvieron una baja
acumulacién de PHA, con un valor promedio de 4,2%. Sin embargo, en los ultimos tres
ciclos realizados entre los dias 76 y 98, donde en el dia 76 se realiz6 el lavado del reactor,
se pudo observar que a pesar de haber disminuido la concentracion de TOC inicial de la
etapa Famine a un valor promedio de 97 mg L™ la concentracién de TOC siguié su tendencia
de aumento hasta un valor promedio final de 279 mg L*, por lo que la acumulacién de PHA

se mantuvo en un valor promedio de 2,5%.
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Figura 28. Porcentaje de acumulacion de PHA (e) y Concentracion de Carbono Organico Total (TOC) (*) en el
medio en funcidén del tiempo durante los dias 35 a 98 de operacion. La linea continua representa el inicio de la

etapa de Feast y la linea discontinua el inicio de la etapa de Famine.

En las figuras 27 y 28 se observo que desde el dia 35 de operacion la concentracion de
TOC en el medio fue en aumento y la acumulacién de PHAs fue en disminucion, por lo que
se podria plantear como hipotesis que el microorganismo presenta acumulacion de PHAs
hasta 5 periodos de limitacién de nitrdgeno, puesto que después de estos periodos se

observo que la acumulacion de PHAs disminuyd y la acumulacion de TOC aumenté en el
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medio. Sin embargo, a modo de descartar que la disminucion de esta acumulacion se debia
a la alta concentracion de TOC se realizd una re-suspension de la biomasa del reactor en
medio fresco el dia 76 de operacion, pero se observd el mismo comportamiento de los ciclos
anteriores, por lo que también esta disminucién de acumulacién se pudo deber a la edad
del microorganismo y al tiempo de estrés. Esto se observé por Allison Pieja, Eric Sundstrom
y Craig Criddle en el estudio de ciclos continuos de operacién con limitacion de nitrdgeno
usando como fuente de carbono metano, en su investigacidbn observaron que la
acumulacién de PHB disminuia al realizar multiples ciclos de limitacién de nitrégeno (Pieja
et al.,, 2012). Esto también fue observado por K. Johnson, R. Kleerebezem y M. van
Loosdrecht, donde indicaban que una comunidad enriquecida de lodos activados usando
como fuente de carbono Acetato y con limitacién de nitrégeno repetida exhibian una
disminucion de la capacidad para producir PHB en comparaciéon con cultivos que no se

sometieron repetidamente a la limitacion de nitrégeno (Johnson et al., 2010).

También, se observé en la figura 23 que la biomasa final de los ciclos realizados entre los
dias 0 a 35 en promedio fue de 0,942 g L%, periodo en el que se observa una mayor
acumulacién de PHAs (figura 27). Por otro lado, en la figura 24 se observo que la biomasa
final de los ciclos realizados entre el dia 35 a 98 en promedio fue de 2,01 g L%, periodo en
el que se observa una baja acumulaciéon de PHAs (figura 28). Esta diferencia se pudo deber
a que el microorganismo en los primeros dias de operacién destino parte de la fuente de
carbono a la acumulacion de PHAs, por eso se observa un menor crecimiento de la
biomasa. En cambio, en los siguientes dias de operacion se observa una menor
acumulacién de PHAs pero un mayor crecimiento de la biomasa, por lo que el
microorganismo pudo haber destinado la fuente de carbono al crecimiento. Este
comportamiento se asimila al observado por B. Anat usando E. Coli donde se observé que
la concentracion de biomasa fue incrementando durante la etapa Famine de los ciclos (Bren
et al., 2013).

Ademas, este crecimiento observado coincide con la adicién de nitrégeno al medio, por lo
que se observa una sensibilidad a la adicion del nitrégeno del microorganismo, destinando
el nutriente y la fuente de carbono al crecimiento de la biomasa (figura 26). Acompafiado

de este crecimiento, se observa un aumento en la concentraciéon del TOC (figura 26).

La alta concentracion de TOC que se observé en el medio en la figura 28 se podria deber
a la presencia de un metabolito intermediario de la ruta de sintesis de PHA. En la figura 29,

se pueden observar dos imagenes del sobrenadante obtenido después de centrifugar 500
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mL de muestra del reactor del dia 76 de operacién. Se pudo observar que el sobrenadante

tenfa una coloracién amatrilla.

Figura 29. Sobrenadante del reactor del dia 76 de operacion.

El color amarillo del medio se asocia a la presencia de 2-HMS (Barbosa et al., 2019) (Bai
et al., 2021a) (Bai et al., 2021b) (Lé Onard et al., 1999), metabolito que esta presente en la
via de meta-segmentacion del microorganismo utilizado. Este es un compuesto organico
que posee los grupos funcionales aldehido, enlace doble carbono-carbono, grupos carboxi
e hidroxi. Los multiples grupos funcionales que posee hacen que el compuesto tenga una
amplia aplicacion en la preparacion de productos quimicos, debido a que se puede someter
facilmente a oxidacion, esterificacion, hidrogenacion y halogenacion (Bai et al., 2021a).
Entre los productos quimicos se tienen adhesivos, vitaminas, inhibidores de corrosion y
pesticidas. Por ejemplo, fueron preparados Acido picolinico (Veliz et al., 2011) y Piridina (Ali
Altaf et al., 2015) haciendo reaccionar el 2-HMS con Hidréxido amonico (Davis et al., 1968)

0 amina primaria (Dagley et al., 1960).

En estudios con la Pseudomona stutzeri N2 degradando compuestos fenélicos como el
Fenol, Clorofenol, Cresol y Carecol, se observé grandes cantidades de 2-HMS a través de
la via de meta-segmentacion (Nie et al., 2016) (Bai et al., 2021a). En otro estudio se observo
la acumulacién de 2-HMS usando como fuente de carbono Benzoato sodico y el
microorganismo Pseudomona putida TCC 49451. (Loh & Chua, 2002). En la figura 30 se
puede observar la acumulacion de 2-HMS en las investigaciones mencionadas

anteriormente.
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Figura 30. 2-HMS producido por Pseudomona stutzeri N2. Sobrenadante obtenido después
de centrifugar el medio de operacion. Imagen izquierda (Bai, Nie, Diwu, & et al., 2021).

Imagen derecha (Bai, Nie, Diwu, & et al., 2021).

Las enzimas encargadas de degradar este metabolito son la 2-hidroximuconato-6-
semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.85) y la 2-hidroximuconato-6-semialdehido
hidrolasa (EC 3.7.1.9). Debido a la acumulacién observada de este metabolito a lo largo de
los ciclos realizados, las enzimas encargadas de degradarlo pueden haber disminuido su
actividad. En su investigacion David Leonard y Nicholas Lindley estimaron que
probablemente la enzima 2-hidroximuconato-6-semialdehido deshidrogenasa estuviera
saturada por sustrato a altos radios de crecimiento, usando como sustrato Fenol y como
microorganismo Alcaligenes eutrophus (Leonard & Lindley, 1998). Por otro parte, Jun Inoue
en su investigacibn mencioné que el pH optimo para la catélisis 2-hidroximuconato-6-
semialdehido deshidrogenasa para la oxidacion de 2-HMS es de 8,3 en Pseudomona putida
usando como sustrato Alcohol bencilico (Inoue et al., 1995). Por lo que, para

investigaciones futuras se podria analizar el efecto del pH en la catalisis de esta enzima.

Cabe destacar que a pesar de que el microorganismo pudo haber acumulado este
metabolito en el medio, la biomasa sigui6 creciendo y la degradacién del contaminante se

mantuvo por lo que no se observo una inhibicién del metabolismo de la cepa.
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5.

Conclusiones y recomendaciones

De la presente investigacion realizada se puede concluir que:

La Pseudomonas fulva es capaz de degradar en presencia y ausencia de nitrégeno los
compuestos de Tolueno, Etilbenceno, Estireno y la mezcla de estos. Por otra parte, la
Pseudomonas putida mt-2 es capaz de degradar en presencia y ausencia de nitrdgeno
solo los compuestos de Tolueno y Etilbenceno. Por otro lado, la Pseudomonas fulva es
capaz de acumular PHAs en ausencia de nitrégeno con el compuesto de Tolueno. Pero,
la Pseudomonas putida mt-2 es capaz de acumular PHAs en ausencia de nitrégeno con
los compuestos de Tolueno y Etilbenceno. De este punto se concluye que la
Pseudomona putida mt-2 da una oportunidad de utilizar una fuente de carbono en
mezcla de esos compuestos.

En una operacién semicontinua la Pseudomonas putida mt-2 degrada el Tolueno tanto
en la etapa Feast como en la etapa Famine, con remociones sobre el 90%. Al modificar
la razdén Feast-Famine se observa que la degradaciéon de Tolueno no varia
significativamente en el tiempo de operacion. Ademas, en la operacion semicontinua el
microorganismo es capaz de acumular PHAs en limitacion de nitrégeno con un valor de
12,7% en el segundo ciclo de operacion.

En una operacién semicontinua con ciclos continuos de operacién la Pseudomonas
putida mt-2 degrada el Tolueno tanto en la etapa Feast como en la etapa Famine, con
remociones sobre el 90% a lo largo de todos los ciclos de operacién. Por otro lado, en
una operacion con ciclos continuos se observa que el microorganismo no es capaz de
acumular PHAs de forma sostenida en el tiempo. Sin embargo, se observa la
acumulacion cualitativamente de algin metabolito intermedio en la ruta de degradacion,
siendo una hipotesis la formacion de 2-Hidroximuconato semialdehido, el cual también

es un producto de interés.

Finalmente, se concluye que la operacidon semicontinua con Pseudomonas putida mt-2

puede ser un tratamiento de remocion para emisiones continuas de Tolueno. Sin embargo,

se debe optimizar para la acumulacion de PHAs. Por lo que para investigaciones futuras se

recomienda buscar una optimizacion de ciclos Feast-Famine para la acumulacién de PHAs

e indagar en la produccion de metabolitos intermedios para su posible valorizacion.
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