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Resumen

En este trabajo se aislo a los microorganismos del grano verde de café tolerantes a diesel y se evalud
el potencial y el efecto de inmovilizarlos en la fibra vegetal (Luffa cylindrica) para degradar
hidrocarburos en ambientes acuaticos. Se utilizé al fenantreno como modelo de hidrocarburo
poliaromatico, los experimentos de degradacién se realizaron en agua y en agua de mar proveniente

del puerto de Santa Cruz, Oaxaca.

Se sometié a los microorganismos del grano verde de café a diversas condiciones de cultivo
combinadas usando un disefo experimental Plackett-Burman para determinar su efecto en la
degradacion de fenantreno a los 4 y 9 dias de incubacidn. La degradacién del contaminante mostré
un efecto significativo (a <0.05) a baja concentracion de NaNOs y KH,PO, (R? = 0.95; CV = 24.97).
Dos de las condiciones evaluadas (T5 y T8) mostraron una reduccion del 89.33% y 70.18%, desde

una concentracion inicial de 180 mg/L en el dia 9.

Se aislaron siete microorganismos tolerantes a diesel del grano verde de café, 3 hongos filamentos
(Aspergillus niger, Fusarium solani y Fusarium oxysporum), 2 levaduras (Candida orthopsilosis y
Rhodotorula mucilaginosa) y dos bacterias (Pseudomonas putida y Klebsiella variicola). Las mejores
condiciones para producir el indculo inicial utilizado en los experimentos de degradacién, fue un
tamafio de particula del grano de café de 0.42 a 0.86 mm y una humedad del 40% de la capacidad

de retencidon del agua del grano verde de café.

De los microorganismos aislados, solamente C. orthopsilosis y F. solani fueron capaces de crecer en
placas Petri en un medio mineral minimo (Bushnell-Haas) con diesel como Unica fuente de carbono
y en cultivo liquido con fenantreno (50 mg/L) como fuente de carbono. Ambos microorganismos
mostraron un crecimiento acelerado (um=0.0108 mg/mL/h para C. orthopsilosis y um=2.0580

mg/mL/h para F. solani), con fase de latencia corta o sin ella.

Como soportes de inmovilizacién se emplearon dos variedades de la fibra vegetal Luffa cylindrica.
La variedad 1 promovié una mayor adherencia de microorganismos que la variedad 2, tanto en
cultivos en agua destilada como en cultivos en agua de mar. Los analisis por espectroscopia en el
infrarrojo cercano indicaron que no hubo diferencias significativas (1-a=0.95) en la composicidn
guimica entre las dos fibras vegetales, por lo que es posible que el mayor tamafno de poro sea el
factor que mas incide en la adherencia de los microorganismos al soporte. Los microorganismos del

grano verde de café fueron capaces de crecer en agua de mar y de formar biopeliculas en la fibra



vegetal. El agua de mar promovié una mayor adherencia de los microorganismos al soporte que el

agua destilada.

En los experimentos de degradacién de fenantreno sin glucosa como fuente primaria de carbono,
ni la aireacién ni el tiempo de incubacién tuvieron un efecto positivo en la remocién del
contaminante por parte de los microorganismos del grano verde de café. Sin embargo, la adicién de
glucosa (6 g/L) favorecid la remocién cometabdlica del contaminante en los cultivos con células
libres en agua destilada inoculados con F. solaniy con el cultivo mixto del grano verde de café, pero
no tuvo un efecto favorable en cultivos con células inmovilizadas. La inmovilizacién de los
microorganismos en la fibra vegetal no mejord la remocién del contaminante, siendo mayor la

degradacion biolégica del fenantreno en los cultivos con células libres.

En los cultivos en agua de mar con glucosa (6 g/L) hubo mayor remocion bioldgica tanto en los
cultivos con células en suspensidon como con células inmovilizadas. La inmovilizacidn de las células
en agua de mar favorecié la remocién del contaminante en un 7% con respecto a los cultivos con

células en suspension.

El cultivo mixto del grano verde de café fue capaz de crecer en agua de mar y de formar biopeliculas
en la fibra de lufa. Sin embargo, sus mecanismos enzimaticos no estan tan especializados como los
de otros para metabolizar altas concentraciones del contaminante. En términos generales, la adicién
de glucosa favorece la degradacion cometabdlica del fenantreno en cultivos con células
inmovilizadas; mientras que la inmovilizacion de los microorganismos, Unicamente tiene un efecto

significativo en los cultivos en agua de mar.

Spbre la base de lo anterior se concluye que los microorganismos asociados al grano de café no
cuentan con el potencial necesario para degradar altas concentraciones de fenantreno en

ambientes acuaticos.
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Abstract

In this paper the effect of immobilizing microorganisms of green coffee bean in a vegetable fiber to

bioremediate salt water contaminated with fenanthreno was evaluated. Diesel was used to isolate
green coffee bean hydrocarbon-tolerant microorganisms, while phenanthrene was used as a model
of polynuclear aromatic hydrocarbons (PAHs) in degradation experiments. Experiments were

performed in distilled water and in seawater from the port of Santa Cruz, Oaxaca.

The microorganisms of green coffee bean were tested at day 4 and 9 to degrade phenanthrene
under diverse combined culture conditions using a Plackett-Burman experimental design. The
degradation of the pollutant showed a significant (a <0.05) effect at low concentration of NaNO;
and KH,PO4 (R? = 0.95; CV = 24.97). Two of the tested conditions (T5 and T8) showed a reduction of

89.33% and 70.18% of phenanthrene from an initial concentration of 180 mg/L at day 9.

Seven diesel-tolerant microorganisms, 3 filaments fungi (Aspergillus niger, Fusarium solani and
Fusarium oxysporum), 2 yeast (Candida orthopsilosis and Rhodotorula mucilaginosa) and two
bacteria (Pseudomonas putida and Klebsiella variicola) were isolated. The best conditions to
produce the initial inoculum used in the degradation experiments were, green coffee bean with a
particle size from 0.42 to 0.86 mm and a moisture content of 40% of the water holding capacity of

green coffee bean.

From the seven microorganisms isolated, only C. orthopsilosis and F. solani were able to grow in
Petri dishes in minimum mineral medium (Bushnell-Haas) with diesel as the sole carbon source and
phenanthrene (50 mg/L) as a carbon source in liquid culture. Both microorganisms showed an
accelerated growth (um=0.0108 mg/mL/h for C. orthopsilosis and um=2.0580 mg/mL/h for F.

solani), with or without a short latency phase.

Two varieties of loofha sponge (Luffa cylindrica) were used as immobilization carriers. The first
variety promoted greater adhesion of microorganisms than variety 2, both in distilled water cultures
as well as in seawater cultures. Spectroscopic analysis in the near infrared indicated no significant
differences (1-a=0.95) in chemical composition between the two loofha fibers; so it is possible that
the larger pore size is the most important factor that affects the adherence of microorganisms to
the carrier. Microorganisms of green coffee bean were able to grow in seawater and form biofilms
on the vegetable fiber. Seawater promotes greater adherence of microorganisms to the support

than distilled water.
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Regarding phenanthrene degradation assays without glucose, neither aeration or incubation time
improved phenanthere removal by green coffee bean microorganisms. However, the addition of
glucose (6g/L) favored cometabolic pollutant removal in distilled water cultures inoculated with F.
solani and with the mixed culture of green coffee bean, but did not have a favorable effect in
cultures with immobilized cells. Immobilization of microorganisms in loofha fiber did not improve
pollutant removal, thus, the most efficient biological degradation of phenanthrene was achieve by

free cells.

In seawater cultures the addition of glucose (6 g/L) as primary carbon source, improved biological
removal in cultures with free cells as well as with immobilized cells. In seawater cultures the
immobilization of cells improved a 7% pollutant removal compared to cultures with cells in

suspension.

The mixed culture of green coffee bean was able to grow in seawater and to form biofilms in the
loofah fiber. However, their enzymatic mechanisms are not as specialized as those of others to
metabolize high concentrations of the pollutant. The addition of glucose promotes the cometabolic
degradation of phenanthrene in cultures with immobilized cells; while the immobilization of

microorganisms, only has a significant effect in seawater cultures.

On the basis of the above, it is therefore concluded that microorganisms of green coffee beans do

not have the potential to degrade high concentrations of phenanthrene in aquatic environments.
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1. INTRODUCCION

En nuestras sociedades el petréleo y sus derivados son imprescindibles como fuente de energia y
para la elaboracidn de multiples productos de la industria plastica, quimica, médica, textil y agricola,
entre otras. Alrededor del 0.1 al 0.2% de la produccién mundial de petrdleo es vertida al mar debido
a derrames accidentales o descargas directas durante los procesos de exploracion, extraccion y
trasporte; es decir, mas de 3 millones de toneladas terminan contaminando las aguas cada afio, lo
qgue provoca dafios en los ecosistemas marinos (Echarri, 1998). Estos contaminantes son insolubles

en agua, lo que los hace dificiles de degradar.

Entre las principales tecnologias empleadas para remediar los sistemas contaminados con
hidrocarburos se encuentran las fisicas, quimicas y bioldgicas. Sin embargo, debido a las
consecuencias negativas de los dos primeros métodos y a su alto costo, se esta dirigiendo la atencion
al empleo de alternativas bioldgicas (Morra, 1996; Okoh, 2006). Los procesos de degradacion
microbiana de compuestos quimicos existen de manera natural y han ocurrido siempre; sin
embargo, es a partir del derrame del Exxon Valdez en 1989 que se han realizado intentos
alternativos para aprovechar las capacidades metabdlicas de los microorganismos para degradar
hidrocarburos por procesos métodos naturales, con el objetivo de realizar aplicaciones tecnoldgicas

a gran escala para una restauracion ambiental efectiva y costeable (Morra, 1996).

Por lo general los microorganismos poseen la habilidad enzimatica para metabolizar algunos de los
componentes del petréleo crudo, por lo que se requiere de consorcios microbianos conformados
por diferentes especies para degradarlo de manera significativa (Westlake, 1982). El empleo de
consorcios o cultivos mixtos posee ciertas ventajas sobre la bioestimulacién, sobre todo en los casos
en donde la toxicidad del contaminante es muy elevada o no se dispone de microorganismos
enddgenos con las capacidades enzimaticas adecuadas, tanto en cantidad como en calidad (Okoh,

2006).

El grupo de trabajo del laboratorio de Compuestos Xenbidticos del CINVESTAV, ha realizado
investigaciones sobre la aplicacién del grano de café y de los microorganismos asociados a este para
biorremediar suelos contaminados con plaguicidas, hidrocarburos y otros compuestos
recalcitrantes (Rolddan-Martin, 2006; Ramirez-Castillo, 2009; Zuiiga-Silva, 2009; Rodriguez-Vazquez
et al., 2011). El grano de café es un material rico en nutrientes que promueve el crecimiento de una

gran variedad de microorganismos. En el indculo del grano verde de café se han identificado diversas



poblaciones de microorganismos capaces de degradar compuestos recalcitrantes. Entre las
bacterias se encuentran: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Stenotrophomonas
maltophilia, Flavimonas oryzihabitans y Morganella morganii (Barragan-Huerta et al., 2007).
También se han aislado bacterias productoras de biosurfactantes como Bacillus cereus (Veldzquez-
Aradillas et al., 2010) y hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Absidia con habilidad de
degradar hidrocarburos (Zuniga-Silva, 2009).

El empleo del grano de café en combinacidon con agentes texturizantes (residuos lignocelulésicos
como paja, bagazo de cafia y fibra de agave) en los procesos de biorremediacidn de suelo y agua, ha
mostrado que es posible reducir altas concentraciones de hidrocarburos de fraccién media (HFM),
hidrocarburos fraccidon pesada (HFP) y de hidrocarburos poliaromaticos (HPAS) (Roldan-Martin et
al., 2007; Zuiiiga-Silva, 2009). La tecnologia desarrollada (Rodriguez-Vazquez et al., 2011) ha sido
aplicada a escala comercial en suelo, subsuelo y mantos acuiferos someros contaminados con diesel
y grasas, en varios contratos con PEMEX-Refinacion (Rodriguez-Vazquez, 2008) y Ferrocarriles
Naciones de México (Rodriguez-Vazquez, 2010; Rodriguez-Vazquez, 2011); mientras que a nivel
laboratorio ha sido empleada en la biorremediacion de aguas contaminadas con benceno y metil
ter-butil éter (Ramirez-Castillo, 2009) y en agua salada contaminada con diesel (Bolafios-Garcia,

2011), obteniéndose en todos los casos altos porcentajes de remocién de los contaminantes.

Cuando se emplea la bioaumentacién como estrategia de biorremediacién es necesario
proporcionar a los microorganismos exégenos condiciones que minimicen el impacto de los
diferentes factores bidticos y abidticos, coadyuvando asi a su establecimiento y supervivencia. Una
de las técnicas desarrolladas para este fin es la inmovilizacién de la biomasa activa. La inmovilizacidn
de microorganismos presenta ciertas ventajas sobre su contraparte libre, como son: incremento en
la actividad catalitica, formacidon de microambientes, menor susceptibilidad de los microorganismos
a factores abidticos y mayor resistencia a concentraciones altas de contaminantes (O’Reilly y

Crawford, 1989).

Ademas de las capacidades metabdlicas de los microorganismos, el éxito de la biorremediacion
depende del conocimiento de los factores que limitan o favorecen la degradacidn de las sustancias
guimicas contaminantes, en especial de mezclas complejas, como lo es el petréleo crudo. Por lo que
es necesario llevar a cabo estudios mas detallados de la actividad metabdlica y de los factores que
facilitan la supervivencia y el establecimiento de los microorganismos, asi como de las condiciones

ambientales que favorecen las tasas de degradacién de los contaminantes para estar en la



posibilidad de desarrollar tecnologias de tratamiento mas eficientes que puedan ser aplicadas

exitosamente.

En este trabajo se investigd el potencial de los microoganismos presentes en el grano verde de café
para degradar hidrocarburos en ambientes acudticos. Se utilizéd al fenantreno (Phe) como
hidrocarburo modelo y los experimentos se realizaron en agua destilada y en agua de mar. Los
microorganismos se inmovilizaron en la fibra vegetal Luffa cylindrica mejor conocida como

estropajo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Hidrocarburos del petroleo

Los hidrocarburos del petréleo son productos naturales derivados de residuos de plantas y animales,
establecidos entre 180 y 85 millones de afos atras, que fueron sometidos a determinadas
condiciones de temperatura y presion y a la accion de bacterias anaerobias. Como consecuencia de
su origen, condiciones de evolucién y antigliedad, los crudos difieren en su composicion (Figura 1),
por lo que sus caracteristicas fisico-quimicas varian e inciden ademds en los procesos de

biorremediacion.

En un crudo estdn presentes, en mayor o menor proporcién, hidrocarburos parafinicos, nafténicos,
oleofinicos, aromaticos y asfélticos. Las parafinas son los hidrocarburos mas ricos en hidrégeno y
por tanto, relativamente estables. Generalmente son liquidas, pero también se pueden encontrar
en estado gaseoso o solido. De las parafinas livianas se obtienen aceites para uso doméstico que

resisten el calor y no producen humo al quemarse (Marroquin, 2007).

Los naftenos o cicloalcanos son hidrocarburos saturados, lo que hace que sean resistentes a los
cambios, incluyendo la oxidacion. Se encuentran en todas las fracciones del crudo, excepto en las
mas ligeras. Generalmente contienen gran proporcidn de fracciones volatiles que se evaporan

facilmente (Marroquin, 2007).

Las oleofinas son hidrocarburos insaturados muy reactivos que se combinan facilmente con el
hidrégeno, oxigeno, cloro y azufre. Esto causa que no sean deseados en los combustibles; sin

embargo, son apreciados en la industria del plastico.

Por su parte, los HPAs son compuestos aromaticos no saturados que actlan como saturados. Son
deseables en los combustibles, debido a sus propiedades antidetonantes (Marroquin, 2007). Son
empleados en la produccién de plasticos, colorantes e insecticidas y algunos son dafiinos a la salud
y carcinogénicos (Cerniglia, 1993; Han et al., 2004). Los asfaltenos y las resinas son hidrocarburos
polares que conforman la fraccion pesada del crudo. Su estructura general consiste en un nucleo
aromatico con cadenas alquilicas laterales y atomos de nitrégeno, azufre u oxigeno, incorporados
en las estructuras ciclicas formando compuestos heterociclicos (Fahnestock et al., 1998); son
solubles en tolueno y benceno e insolubles n-alcanos de bajo peso molecular. Los asfaltenos son

particulas solidas semicristalinas de color café o negro de alto peso molecular (1,000 a 5,0000



kg/kgmol) que contienen anillos condensados de HPAs; mientras que las resinas son de menor peso
molecular (250 a 1000 kg/kgmol) y poseen una relacion mas alta de cadenas alifaticas/anillos
aromaticos con respecto a los asfaltenos. La diferencia fundamental entre las resinas y los asfaltenos
radica en que éstas son solubles en algunas parafinas normales, como el n-pentano y n-heptano,

mientras que los asfaltenos no (Fahnestock et al., 1998; Marroquin, 2007).
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Figura 1. Tipos de compuestos organicos presentes en el petréleo. HC = hidrocarburos.
Fuente: Fahnestock et al., 1998.

Los productos refinados del petréleo, como los combustibles, contienen principalmente
hidrocarburos saturados e insaturados. La gasolina, por ejemplo, contiene de 4 a 8% de alcanos, de
2 a 5% de alquenos, de 25 a 40% de isoalcanos, de 3 a 7% de cicloalcanos, de 1 a 4% de cicloalquenos
y de 20 a 50% de hidrocarburos aromaticos. Por su parte, el diesel contiene principalmente
hidrocarburos de 10 a 19 dtomos de carbono, siendo su composicién aproximada la siguiente: 64%
de hidrocarburos alifaticos, 1 a 2% de hidrocarburos olefinicos y 35% de hidrocarburos aromaticos

(Fahnestock et al., 1998).



Los hidrocarburos del petréleo son insolubles en agua, lo que los hace persistentes. El proceso de
biodegradacién del petréleo es complejo y depende de la naturaleza, cantidad de hidrocarburos
presentes y de factores bidticos y abidticos entre los que destacan: la presencia de microorganismos
con capacidades metabdlicas apropiadas, pH, temperatura, nivel de aceptores y donadores de
electrones (oxigeno y materia orgdnica), nivel de nutrientes (N, P y K), grado de envejecimiento y
asociacién con otros contaminantes (Bamforth y Singleton, 2005). En términos generales a mayor
masa molecular e indice de aromaticidad, menor solubilidad y biodisponibilidad a los

microorganismos y por ende, menor tasa de degradacién (Bamforth y Singleton, 2005).

2.1.1 Hidrocarburos poliaromaticos

Los HPAs estan compuestos por dos o mas anillos bencénicos fusionados. Pueden existir en mas de
100 combinaciones diferentes, pero los mas comunes son tratados como un grupo de 15. Se pueden
originar de fuentes naturales (biogénico o geoquimico) y antropogénicas. Se forman principalmente
como resultado de procesos piroliticos, en especial de la combustién incompleta de materiales
organicos, tales como el procesamiento del carbén, quema de petrdleo crudo y sus derivados,
guema de llantas y biomasa, combustidn del gas natural, trafico vehicular, humo del tabaco y quema
de basura, entre otros (ATSDR, 1990). Debido al impacto ambiental que las fuentes antropogénicas
producen son el foco de muchos programas de biorremediacion (Bamforth y Singleton, 2005;

Cerniglia, 1993; Rodriguez, 2005).

Algunos HPAs como el benzopireno son carcinogénicos y se cree que también pueden ocasionar
mutaciones y producir alteraciones funcionales durante el periodo embrionario (Juhasz y Naidu,
2000; Yan et al., 2004). Los HPAs son de importancia ambiental y toxicoldgica, debido a que no se
gueman con facilidad y pueden persistir en el ambiente por periodos prolongados de tiempo.
Aunque en términos generales los HPAs son poco solubles en agua y altamente lipofilicos, su
comportamiento varia de forma individual. Cuando estan disueltos en agua o adsorbidos a materia
particulada pueden sufrir foto-degradacidn si estan expuestos a luz ultravioleta proveniente de la
radiacion solar; mientras que la mayoria no se degradan facilmente en el agua y al evaporarse son
transportados a grandes distancias. En la atmédsfera, pueden reaccionar con otros contaminantes
como ozono, éxidos de nitrégeno y didxido de azufre, produciendo hidrocarburos nitroaromaticos

(Nitro-HPAs) y 4cido sulfénico (Kamens et al., 1994).



Las familias mas abundantes de HPAs del petrdleo tienen dos o tres anillos fusionados con uno a
cuatro sustituyentes alquilo. La toxicidad aumenta conforme incrementa el nimero de estos
sustituyentes (Irwin et al., 1997). Algunos estudios concluyen que la toxicidad del petrdleo crudo
estd en funcién de las familias de HPA con dos y tres anillos (Anderson et al., 1974) de ahi que esos

compuestos se empleen como hidrocarburos modelos en estudios de biorremediacion.

Propiedades fisico-quimicas del fenantreno

El Phe es un hidrocarburo de bajo peso molecular formado por tres anillos fusionados en un modelo
angular, posee dos regiones principales llamadas “regién Bahia” y “region K” y esta reconocido como
un contaminante prioritario por la Agencia de Proteccion de Estados Unidos (EPA). Se encuentra en
altas concentraciones en productos refinados del petréleo crudo. La “region Bahia” se forma entre
los carbonos 4 y 5, mientras que la “regién K” se forma entre los carbonos 9 y 10. La importancia de
estas regiones estriba en el hecho de que el ataque microbioldgico es especifico en alguna de ellas,
dependiendo del microorganismoy de la enzima producida (Mrozik et al., 2003; Salloum et al., 2002;

Waigi et al., 2015). En la Tabla 1 se presentan las principales propiedades fisicas y quimicas del

fenantreno.
Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del fenantreno.
Parametro Valor
Peso molecular 178.2292 g/mol
Densidad 1.179 g/cm3 a 25°C2
Punto de Fusién 97-101°Cb
Punto de Ebullicién 338-340°Ch

0.42 mg/La 8.5°C; 1.6 mg/L a 15°C; 0.82 mg/L a 21°C; 1.3 mg/La
Solubilidad en agua 30°Ce
0.994 a 1.15 mg/L de 20-25°CH

Solubilidad en agua de mar 0.6 mg/L a 22°C¢
Presién de vapor 1.21x10*mm Hg a 25°Ce

Constante de la Ley de Henry de

5 _ 5 o8 g
volatilidad 20°C 2.3x10° — 2.56 x10 atm-m3/mol

Coeficiente de Adsorcién de

L =4.39-4. =2 09— 51)f
Carbono Orgénico (Log Ka) 08 Koc = 4.39 — 4.67 (Koc=24,547.09 — 46,773.51)

Coeficiente de Particién Octanol- Log Kow = 4.46 (Kow=28,840.31)"
Agua (Log Kow) Log Kow = 4.57 (Kow=37,153.52)
2 O'Neil, 2006 dSchwarz, 1977 & Sander, 2015
b Lide, 2007 e Wasik et al., 1983 " Hansch Hoekman, 1995
¢ Verschueren, 2001 fSalloum et al., 2002 i Sangster, 1989



2.2 Contaminacion por hidrocarburos

La contaminacidon ambiental puede surgir tanto de procesos naturales como antropogénicos; sin
embargo, la contaminacidén por hidrocarburos generalmente esta asociada a derrames de petréleo.
Los hidrocarburos pueden ingresar al ambiente como resultado de fugas, derrames accidentales y
descargas directas durante los procesos de extraccidn, refinamiento, almacenamiento, transporte y
distribucidn. Se estima que por diferentes causas llegan anualmente al ambiente marino
aproximadamente 3.2 millones de toneladas de hidrocarburos; 15% de este volumen es producto
de accidentes en buques, tanques, reventones de tuberias o explosiones en plataformas
petroliferas. No deben subestimarse los derrames de las refinerias préximas al litoral y los que
tienen lugar en instalaciones portuarias destinadas a la carga y descarga de los buques (Echarri,

1998), pues estos residuos convierten el mar en un depdsito de sustancias contaminantes.

Cuando se produce un derrame de petréleo en el mar, debido a las olas y a la turbulencia en la
superficie del océano, la mancha de aceite se extiende en una superficie cada vez mayor hasta llegar
a formar una capa muy extensa, de un espesor muy delgado. Se estima que en el transcurso de 1.5
horas, 1 m3de petréleo puede llegar a formar una mancha de 100 m de didmetro y 0.1 mm de
espesor. Una gran parte del petréleo se evapora (50%) y es descompuesto por foto-oxidacién en la
atmodsfera (Burwood y Speers, 1974; Lehr, 2001). Los alcanos alifaticos de cadena corta (con 12
atomos de carbono o menos) y los monoaromaticos mas ligeros (benceno, tolueno, xilenos) se
evaporan con relativa facilidad. Bajo la luz del sol, el petréleo expuesto en la superficie sufre

modificaciones fotoquimicas, resultando en un aumento de la fraccién polar.

Las olas y la turbulencia del mar pueden ocasionar que la mancha negra se descomponga en gotas
de diferentes tamafios. Algunas de las gotas mas pequefias permanecerdn suspendidas en el agua
de mar, mientras que las mas grandes tenderan a subir de nuevo a la superficie, donde pueden
fusionarse con otras gotas para reformar la mancha o dispersarse para formar una pelicula muy
delgada. Si las gotas se adhieren a materia orgdnica en suspensién, estas pueden depositarse en el
fondo. El petrdleo asi dispersado tiene una mayor area superficial, lo que fomenta otros procesos
naturales: una parte sufre foto-oxidacién, otra parte se disuelve en el agua, otra parte es
biodegradado en la columna de agua, y lo que queda puede formar emulsiones (Burwood y Speers,

1974; Lehr, 2001).

Desde la perspectiva de pérdida de masa, la disoluciéon es un proceso menos importante que la

evaporacién. Sin embargo, debido a que algunas fracciones del petrdleo crudo, como los



compuestos aromaticos ligeros con dos a tres anillos, son extremadamente tdxicos para los
organismos marinos (incluyendo a los microorganismos capaces de degradar otras fracciones del
petrdleo), el impacto ecoldgico en el ambiente marino es mayor que las consideraciones de balance

de masas (U.S. Congress OTA, 1991).

Las emulsiones agua-en-aceite se forman cuando el oleaje fuerte hace que el agua quede atrapada
en el interior del aceite. Tienen una consistencia gelatinosa y se puede convertir en bolas de
alquitran densas y semisdlidas, con aspecto asfdltico, razén por la cual es denominada
frecuentemente mousse de chocolate. Este mousse puede persistir en el ambiente durante meses
o afos y retarda otros procesos de meteorizacidon. Las emulsiones aceite-en-agua se hunden vy
desaparecen de la superficie, dando la falsa impresién de que la amenaza contra el ambiente ha

terminado (Burwood y Speers, 1974; Lehr, 2001).

Los procesos de meteorizacién ocurren de manera diferencial en ambientes dulceacuicolas. En
cuerpos de agua lénticos (lagos, estanques, pantanos y embalses), en donde el movimiento de las
aguas es escaso, el crudo tiende a acumularse durante largos periodos de tiempo; mientras que en
ambientes Ioticos (rios y arroyos), el petréleo tiende a acumularse en las plantas y hierbas que
crecen en las orillas. El petrdleo también puede interactuar con los sedimentos del fondo de los

cuerpos de agua, afectando a los organismos que viven en o se alimentas de estos.

Los efectos del petrdleo sobre los ecosistemas acuaticos son diversos y dependen de varios factores
entre los que destacan; composicion del petrdleo vertido, cantidad y duracidn de la descarga, época
del afio, distancia del sitio contaminado con la costa (u orilla) y propiedades de esta (rocosa,
arenosa, manglar, estuario o marisma), profundidad del cuerpo receptor, tipo y cantidad de
microorganismos degradadores de petrdleo presentes, condiciones ambientales del sitio afectado,
condiciones atmosféricas prevalecientes durante el derrame, temperatura media del agua y

corrientes.

Desde la década de 1940 hasta el afio 2010 han ocurrido derrames de petrdleo alrededor del
mundo. Los dos derrames accidentales mas grandes han tenido lugar en el Golfo de México con la
perforacidn del pozo Ixtoc-l y la explosién del pozo Macondo de la plataforma Deepwater Horizons.
En la Tabla 2 se presentan las principales caracteristicas de algunos de los derrames de petréleo a
nivel mundial ocurridos en las Ultimas 50 décadas. Las causas de los derrames son diversas, asi como

el volumen de petréleo vertido al mar. Entre los métodos de limpieza empleados destacan la



inyeccion de agua fria y caliente a presidn, incineracion, adicion de dispersantes, atenuacién natural

y biorremediacion.

Tabla 2. Caracteristicas de algunos de los derrames de petréleo de las ultimas 50 décadas.

D W
Derrame Amoco Cadiz® Ixtoc-I° Exxon Valdez® Prestige® eep atbe r
Horizon
Encallamiento Derrame Encallamiento del Hundimiento del Explosion del
Naturaleza durante la buque y fractura petrolero por pozo
de un buque ., . .,
del incidente tanque perforacidn de 11 tanques de inundacién de los  Macondo de
q del Pozo carga tanques la plataforma
Ubicacién Costa de Golfo de Prince William Noroeste del Golfo de
Bretona, Francia Meéxico Sound, Alaska litoral Espafiol México
Junio 3 de
Abril 20 a
197 Novi 1
Fecha Marzo, 1978 979 a Marzo 24 de 1989  hoviembre19de ) Lo ge
Marzo 20 de 2002 2010
1980
18 playas de la
" 2,087 k I
Area afectada 322 km 2,800 km? 08 m dela costa de Galiciay 6,475 Km?
costas insulares . 0
litoral Cantabrico
Light
. ] Arak.)lan I__|ght e . Alaskan North . . Louisiana Oil
Tipo de petroleo Iranian Light Ixtoc-I Ligero . Russian Heavy Oil  y grandes
Slope Heavy Oil .
(~1:1) cantidades de
metano.
Volumen 476,000 a
derramado 223,000 ton 600,000 ton 37,000 ton 77,000 ton 779,000 ton
Densidad (g/cm?3) 0.85 0.84 0.99 0.82¢
Grado API 29.0 35.2
. Métodos fisicos  Incineracion ., ., Uso extensivo
Tecnologia(s) de . Inyeccidon de agua Inyeccién de agua .
L y quimicos, y uso de ., e - dispersantes
limpieza ) a presion y adicion  a presidny .
natural y dispersantes . . L quimicos e
empleada(s) . o . de fertilizantes biorremediacion. S .
biorremediacion quimicos incineracion
Composicion
quimica (%)
Saturados 39 50 22 74¢
Arométicos 50 16
Resinas y 27 18 30 10°
asfaltenos

3 Marchand et al., 1981.
b Atlas y Hazen, 2011.

¢ Viéitez, 2007.

d http://csicprestige.iim.csic.es/informes/info01.pdf

¢Reddy et al., 2012.
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A pesar de los dafos ecoldgicos y econdmicos causados por los derrames accidentales, el petréleo
sigue siendo el combustible fésil que constituye la principal fuente de energia utilizada en el mundo
y, segun proyecciones realizadas por el Departamento de Energia de Estados Unidos (DOE, 2012),
no se espera una reduccion en su consumo en el mediano y largo plazo. En términos generales, el
consumo de crudo a nivel mundial incrementé a lo largo del periodo comprendido entre 1980 al
2010, con ligeros decrementos entre los afios: 1981 a 1983 y 2008 a 2009, lo que coincide con la

crisis econémica de América Latina y la crisis econdmica mundial (Grafico 1) (DOE, 2012).
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Grafico 1. Consumo de petréleo crudo a nivel mundial por dia.
Fuente: (DOE, 2012).

2.3 Biodegradacion de hidrocarburos

Los hidrocarburos del petrdleo regularmente se escapan al ambiente marino de los yacimientos
subterraneos y debido a que han estado presentes desde hace mucho tiempo, ha habido tiempo
suficiente para que diversos microorganismos desarrollen la capacidad de utilizarlos como fuente
de carbono y de energia para su crecimiento (U.S. Congress OTA, 1991; Atlas y Hazen, 2011), de

manera que existe una gran cantidad de bacterias, arqueas y hongos que pueden degradar petrdleo.

Al ser el crudo una mezcla compleja de compuestos organicos, se requieren microorganismos con
capacidades metabdlicas diferentes, razén por la cual diversos investigadores (U.S. Congress OTA,
1991; Canet et al., 2001) sugieren el empleo de consorcios o cultivos mixtos de hongos y bacterias
para su degradacidén, ya que muchas de estas especies coexisten en ecosistemas naturales y pueden
actuar de manera independiente o conjunta para metabolizar los hidrocarburos. Entre mds
complejo sea la estructura del hidrocarburo, menor la tasa de degradacién y mayor la posibilidad

de acumular compuestos metabdlicos parcialmente oxidados.
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Las primeras etapas de la biodegradacion del petrdleo se caracterizan por la pérdida de las parafinas
y de los aromaticos de bajo peso molecular. Los alcanos con cadenas lineales de hasta 44 atomos
de carbono pueden ser metabolizados por los microorganismos. Los de 5 a 9 atomos (Cs-Cs), son
degradados por algunos microorganismos, pero pueden ser tdxicos para otros. La presencia de estos
alcanos a altas concentraciones, inhibe la biodegradacion del resto de los compuestos, ya que
actuan como potentes disolventes apolares que rompen la membrana lipidica de los
microorganismos. Los alcanos ramificados son mds resistentes a la biodegradacién que los lineales,
pero menos resistentes que los cicloalcanos. La tasa de degradacién de los poliaromaticos es menor
que la de los monoaromaticos. Los aromaticos con mas de cinco anillos pueden persistir en el
ambiente por largos periodos (U.S. Congress OTA, 1991). Con forme el petrdleo es biodegradado
hay unincremento en la resistencia de la mezcla residual a una posterior biodegradacidn. El petrdleo
crudo es mas recalcitrante que el refinado y por lo mismo es mas dificil su degradacidon completay

siempre deja algun residuo complejo (U.S. Congress OTA, 1991; Atltas, 1995).

2.3.1 Metabolismo de degradacion

La degradacion aerobia inicial de hidrocarburos alifaticos y ciclicos requiere de oxigeno molecular.
Existen fundamentalmente dos mecanismos para la degradacidn aerobia de los hidrocarburos,
siendo la base general de estos, la activacidon e incorporacién de oxigeno en la molécula del
contaminante. Estas reacciones son mediadas principalmente por enzimas oxigenasas
(monooxigenasas, monooxigenasas P-450 y dioxigenasas) y ligninoliticas (Fritsche y Hofrichter,
2008; Bamforth y Singleton, 2005). La reaccién depende de la naturaleza del sustrato y del sistema

enzimatico propio de los microorganismos involucrados.

En el caso de las bacterias, el contaminante es traslocado al interior de la célula en donde la enzima
monooxigenasa incorpora un atomo del oxigeno molecular al sustrato, el segundo atomo de oxigeno
es reducido a H,0; mientras que las dioxigenasas oxidan las moléculas incorporando dos 4tomos de
oxigeno en forma de hidroxilos (Figura 2) (Fritsche y Hofrichter, 2008; Das y Chandran, 2011). Ambas
enzimas son dependientes de flavina, tienen como grupo prostético al flavin-adenin-dinucledtido
(FAD) y utilizan directamente al NADH 6 NADPH como cofactor o donador de electrones para reducir

uno de los dos 4tomos de oxigeno (Karigar y Rao, 2011).
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Figura 2. Ataque inicial de compuestos xenobidticos por bacterias mediada por oxigenasas. (A) Reaccion enzimatica involucrada en el
proceso de degradacion de hidrocarburos alifaticos. (B) Reaccidén enzimatica involucrada en el proceso de degradacion de
hidrocarburos arométicos. La dioxigenasa incorpora dos atomos de oxigeno en el sustrato.

Fuente: Fritsche y Hofrichter, 2008.

Se ha reportado que los hongos no ligninoliticos realizan la oxidacidn de los hidrocarburos a través
de monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, dando lugar a alcoholes primarios u éxidos
de areno (Figura 3) (Bamforth y Singleton, 2005; Fritsche y Hofrichter, 2008). A diferencia de las

flavin-monooxigenasas, el ciclo catalitico de las monooxigenasas P-450 conlleva varias etapas
sucesivas. La catalisis transcurre con el concurso tanto del citocromo P-450 reductasa dependiente
de NADH, que suministra el electrén necesario para la reduccion de Fe** a Fe*> como del citocromo
b5 que canaliza un segundo electrén que permite reducir parcialmente a la molécula de oxigeno

(Karigar y Rao, 2011).

0, H0
H RO H OH
A e o
O <~k = O~ X
. . T = -
4 H OH q OH
Benceno MADH MAD* Crido de areno frans-dilidrodiol NADH NADH Catecol

Figura 3. Ataque inicial de compuestos xenobidticos por hongos no ligninoliticos mediada por la enzima monooxigenasa Citocromo P-
450 sobre hidrocarburos aromaticos.
Fuente: Fritsche y Hofrichter, 2008.

Los alcanos son posteriormente convertidos a acidos carboxilicos, los cuales son biodegradados via
la B-oxidacién, que es la ruta metabdlica central para la utilizacién de los acidos grasos que
conforman los lipidos, lo que da como resultado la formacién de acetato que entra al ciclo de los
acidos tricarboxilicos. Los hidrocarburos aromaticos generalmente son hidroxilados a dioles y
convertidos posteriormente a catecoles, los cuales son subsecuentemente degradados a

intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Atlas, 1995).
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Los hongos y las bacterias forman intermediarios con diferente estereoquimica. Los hongos al igual
gue el sistema enzimatico de los mamiferos, forma trans-dioles, mientras que las bacterias casi

siempre forman cis-dioles (Figura 2 y Figura 3). Muchos trans-dioles son potentes carcindgenos,

mientras que los cis-dioles no son biolégicamente activos (Atlas, 1995).

Los hongos de la podredumbre blanca emplean una combinacién de enzimas ligninoliticas
extracelulares poco especificas (manganeso peroxidasa, lignina peroxidasa y lacasas) capaces de

oxidar una gran variedad de sustratos (Figura 4) (Bamforth y Singleton, 2005).

Enzimas Ruptura
ligninoliticas - del anillo R
COOH
@) COOH
0]

Fenantreno

2, 2-Acido difénico
9, 10-Fenantrenoquinona

Figura 4. Mecanismo propuesto de degradacion de hidrocarburos poliaromaticos por Pleurotus ostreatus via enzimas ligninoliticas.
Fuente: Bezalel et al., 1997.

También hay evidencia de mecanismos alternativos de degradacion de compuestos xenobidticos
llevados a cabo tanto por hongos de la podredumbre de la madera como por hongos no
ligninoliticos, a través de reacciones no enzimaticas basadas en la generacion de radicales libres,
como el hidroxilo (*OH) y el radical anién superéxido (0,~°), capaces de degradar los contaminantes
(Rabinovich et al., 2004). Los radicales *OH, con un alto potencial redox, son capaces de oxidar
compuestos organicos contaminantes como el triclorofenol (Ahuja et al., 2007) y el DDT (lzcapa-
Trevifo et al., 2009) de forma muy similar a como ocurre por procesos fotoquimicos de oxidacion
avanzada (POA) (Gernjak et al., 2003; Anotai et al., 2006). Dentro de estos procesos se tiene la
reaccion de Fenton (Ecuacién 1), en donde el radical *OH es generado a través de la reduccién del

peréxido de hidrégeno por el ion ferroso (Fe**) (Jeong y Yoon, 2004).

H,0, + Fe**(pH3~6) > ‘OH+ OH™ + Fe3*

Ecuacioén 1. Reaccion de Fenton
Fuente: Jeong y Yoon, 2004.

Aungue este mecanismo no es enzimatico, se requiere de la presencia de enzimas oxidoreductasas

extracelulares que suministren el perdxido de hidrégeno necesario al sistema. Entre estas enzimas
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destacan la glucosa oxidasa, glioxal oxidasa, galactosa oxidasa, alcohol oxidasa y alcohol aril oxidasa
(Rabinovich et al., 2004; Ahuja et al., 2007). Ahuja y colaboradores (2007) demostraron que
mediante la reaccidén acoplada de la oxidacidn de la glucosa con una reaccion tipo Fenton es posible
la descloracidn del triclorofenol. Gracias al peréxido de hidrégeno y al acido glucdnico generados in
situ durante la oxidacion de la glucosa por la enzima glucosa oxidasa fue posible degradar el
contaminante a un pH cercano a la neutralidad. Tanto la enzima glucosa oxidasa como el ion ferroso
(FeS0O,) fueron suministrados al sistema en solucion. El acido glucénico producido durante la
oxidacion de la glucosa actué como agente quelante, evitando la fromacién y precipitacién de
hidréxido de hierro durante la reaccidon de Fenton a pH 6. Por su parte, el grupo de trabajo ha
detectado la presencia de la glucosa oxidasa en cultivos de Talaromyces stipitatus durante la
degradacion de DDT (Acosta-Rubi, 2011) y la presencia de perdxido de hidrégeno durante cinéticas

de degradacion de plaguicidas (Izcapa-Trevifio et al., 2009).

2.3.2 Factores que limitan la degradacion de hidrocarburos en ambientes
acuaticos

La composicidn del crudo es el factor mas importante, debido a que determina la biodegradabilidad
del mismo. Entre los factores fisicos, la temperatura juega un papel muy importante, ya que afecta
algunas propiedades del hidrocarburo (solubilidad, volatilidad, viscosidad, etc.), asi como el
metabolismo y diversidad de los microorganismos degradadores de étsos. Atlas (1975) encontré
que, a bajas temperaturas, aumenta la viscosidad del crudo y disminuye la volatilidad de los
hidrocarburos téxicos de bajo peso molecular. La temperatura también afecta la solubilidad de los
hidrocarburos y aunque la biodegradacion puede llevarse a cabo dentro de un rango amplio, la tasa

de biodegradacion generalmente disminuye con el incremento de temperatura. Las mayores tasas

de degradacion en suelos se presentan entre los 30 a los 40°C, de 20 a 30°C en agua dulce y de 15

a 20°C en ambientes marinos (Das y Chandran, 2011).

Bajos niveles de fosfato y formas fijas de nitrogeno son a menudo los factores limitantes.
Generalmente se emplea una relaciéon C:N:P de 100:10:1. Sin embargo estudios de laboratorio
indican que subpoblaciones de microorganismos requieren mas de una relacidon adecuada N:P para
una dptima degradacion de los diferentes tipos de hidrocarburos que componen el petréleo crudo
Smith y colaboradores (1998) evaluaron el efecto de la adicién de 34 diferentes relaciones N:P en la

degradacion de dos hidrocarburos modelo (hexano y Phe) en suelos. Las mayores tasas de
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biodegradacion de hexano se obtuvieron con una relacion N:P de 7:1. En contraposicién, la
biodegradacién del Phe presenta una respuesta bimodal con dos relaciones N:P éptimas, una de 5:1
y otra de 20:1. Lo anterior es posible si existen poblaciones microbianas metabdlicamente diferentes
gue puedan consumir el sustrato. Teéricamente, para convertir 1 g de hidrocarburo a material

celular! se consumen aproximadamente 150 mg de N y 30 mg de P (Rosenberg y Ron, 1996).

Otros nutrientes como el potasio y el hierro también se consideran importantes en los procesos de
biodegradacidon de hidrocarburos (Atlas y Hazen, 2011). En un estudio realizado por Reisfeld y
colaboradores (1972) para determinar los factores que afectan la dispersion del crudo en agua de
mar, encontraron que las mayores tasas de dispersién se lograron con concentraciones finales de
fosfato de potasio y sulfato de amonio de 0.029 mM (10 mg/L) y 7.6 mM (2 g/L), respectivamente;
lo que implica unarelacién N:P de 200:1. A pesar de que es necesario afiadir nutrientes para mejorar
la biodegradacion de los hidrocarburos, una concentracion excesiva de estos la puede inhibir.

Algunos autores han reportado efectos negativos de niveles altos de N, P y K en la biodegradacién

de hidrocarburos en suelos y sedimentos (Chaillan et al., 2006; Oudot et al., 1998; Chaineau et al.,

2005), en especial de los aromaticos (Carmichael y Pfaender, 1997). Mantener una cierta relacion
de nutrientes en las costas marinas es imposible debido al lavado de nutrientes debido a la accidn

de las olas y mareas.

El oxigeno no suele ser un factor limitante en ambientes marinos bien aireados (alta energia), pero
si en ambientes de baja energia como lagunas y marismas (Atlas, 1995; Atlas y Hazen, 2011), siendo
la demanda tedrica de oxigeno de 3.5 mg O,/mg HC (Brakstad, 2008). En humedales y pantanos la
zona aerobia de los sedimentos es de unos milimetros de espesor, por lo que los sedimentos

impactados con hidrocarburos usualmente conforman zonas anaerobias (Rosenberg y Ron, 1996).

La presencia de microorganismos con las capacidades metabdlicas adecuadas es el principal factor
biolégico que limita la degradacion de los hidrocarburos. En términos generales, los
microorganismos degradadores de hidrocarburos en ambientes marinos pristinos conforman un 1%
del total de la microflora, este valor se incrementa a un 10% en ambientes con derrames ocasionales

de petréleo como el Golfo de México (Atlas y Hazen, 2011). La tasa de degradacidon en ambientes

marinos pristinos es de 0.03 g/m3-d, mientras que en comunidades adaptadas oscila entre 0.5 a 50

g/m3.d (Atlas, 1995).

! Biomoléculas constituyentes de los seres vivos.
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2.4 Biorremediacion de aguas contaminadas con hidrocarburos

La biorremediacidn puede llevarse a cabo ya sea por microorganismos autéctonos (bioestimulacién)
o mediante la introduccion de cultivos con alto potencial de degradacidn (bioaumentacidn). Debido
a que en las aguas marinas y en los sedimentos de los litorales existen poblaciones autéctonas
microbianas degradadoras de hidrocarburos, la mayoria de las acciones de biorremediacion se han
centrado en desarrollar estrategias de bioestimulacién adecuadas a las condiciones del sistema
contaminado, que consisten primordialmente en la adicion de nutrientes limitantes y en la
aplicacion de dispersantes (denominados también “agentes de superficie”), o en una combinacidn

de estos procesos (Atlas, 1995; Brakstad, 2008).

2.4.1 Bioestimulacion

La adicién de nutrientes ha demostrado superar los factores limitantes en ambientes marinos
aerobios contaminados con hidrocarburos (Atlas, 1995); razén por la cual una gran parte de los
estudios de bioestimulacidon se han centrado en la adicién de fertilizantes y en el desarrollo y
evaluacion de formulaciones oleofilicas que mantienen los nutrientes en la interface aceite-agua,
qgue es en donde se lleva a cabo la biodegradacion (Swannell et al., 1996). Ejemplo de ello es el
trabajo realizado por Atlas y Budosh (1976), quienes llevaron a cabo experimentos de
biodegradacion de petrdleo crudo Prudhoe Bay utilizando cilindros flotantes dentro de estanques
salinos en Alaska. Después de 21 dias de incubacién, el sistema inoculado con bacterias
degradadoras de hidrocarburos y suplementado con fertilizantes oleofilicos (fosfato acido de octilo
y urea parafinada) presenté la mayor remocién de hidrocarburos (65%), seguido del sistema
suplementado sélo con fertilizantes (51%). El porcentaje de degradacion de los tratamientos que
Unicamente contenian microorganismos fue del 27%; mientras el del control fue del 25%, reduccidn

atribuida a los procesos de meteorizacion abidtica.

2.4.2 Bioaumentacion

Un gran numero de empresas han desarrollado cultivos degradadores de hidrocarburos y la mayoria
de los microorganismos considerados para un proceso de bioaumentacidn se obtienen por cultivo
enriquecido de sitios previamente contaminados. Sin embargo, debido a que las bacterias y hongos
degradadores de hidrocarburos se encuentran ampliamente distribuidos en hdbitats marinos,

dulceacuicolas y en suelos, la adicién de microorganismos ha sido menos prometedora para tratar
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derrames de petréleo que la adicion de fertilizantes (Atlas, 1995). Los estudios de bioaumentacion
con organismos exégenos no han proporcionado informacién convincente de ser un enfoque eficaz
para biorremediar contaminantes del petréleo en ambientes marinos. Para ser efectivo, los
microorganismos exdgenos deben competir exitosamente con los endégenos degradadores de
hidrocarburos (Atlas, 1995). Goldstein y colaboradores (1985), afirman que la variabilidad de los
resultados en los estudios de bioaumentacién puede ser atribuido a que: (i) la concentracién del
contaminante puede ser muy baja para soportar el crecimiento de las especies inoculadas o bien la
concentracién del contaminante puede ser téxica, (ii) los microorganismos adicionados pueden ser
susceptibles a toxinas, (iii) la tasa de crecimiento de las especies inoculadas puede estar limitada
por predadores presentes en el ambiente, (iv) las especies adicionadas podrian utilizar otros
substratos en la naturaleza y, (v) los microorganismos sembrados pueden ser incapaces de moverse

a través del entorno del contaminante.

En un esfuerzo por identificar los cultivos que podrian haber sido empleados en el derrame de
petrdleo del Exxon Valdez, se seleccionaron 10 productos de bioaumentacién para la fase de
laboratorio. Algunos de estos productos retrasaron la biodegradacién, inicidndose después de un
periodo de adaptacién de 3 a 5 dias, alcanzando niveles significativos sélo después de 20 a 30 dias
(Atlas, 1995). Aldrett y colaboradores (1997) evaluaron la biodegradacion y toxicidad de 12
productos bioldgicos comerciales bioaumentados en agua marina con crudo meteorizado. Dando
como resultado que solamente tres fueron efectivos cuando se compararon estadisticamente
contra los controles adicionados con nutrientes, pero solo uno resulté en una toxicidad reducida

cuando se empleaba segun las concentraciones indicadas por el productor.

Segun Brakstad (2008), la bioaumentacidn ha sido propuesta como un método para biorremediar
suelos y sedimentos, a menudo como un complemento a la bioestimulacién. La introduccién de
bacterias hidrocarbonoclasticas exdgenas para destoxificar ambientes frios contaminados con
hidrocarburos ha tenido resultados variables. En un estudio realizado por Reisfeld y colaboradores
(1972) para determinar los factores que afectan la dispersidn del crudo en agua de mar por cultivos
puros y mixtos, se determiné que la dispersidn del crudo, tanto por la cepa aislada RAG-1 como por
el cultivo mixto, fue dependiente de fuentes exdgenas de N y P asi como de la aireacién. La mayor
dispersidn y reproducibilidad se obtuvo en cultivos con amonio, fosfato y RAG-1. Sin embargo, sin
la adicidon de amonio ni fosfato no hubo dispersién del crudo, aun en los cultivos inoculados con
RAG-1. En algunos experimentos, el agua de mar y el petrdleo crudo proveyeron un indculo

suficiente de microorganismos, por lo que no fue necesaria la adicién de cultivos exégenos.
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Segln Zhu y colaboradores (2004), para que la estrategia de bioaumentacion tenga éxito los
microorganismos introducidos deben ser capaces de: (i) degradar la mayoria de los componentes
del petréleo, (ii) mantener su estabilidad genética y viabilidad durante periodos de
almacenamiento, (iii) sobrevivir en ambientes extrafios y hostiles, (iv) competir efectivamente con
microorganismos indigenas y (v) moverse a través de los poros del sedimento a los contaminantes

(Zhu et al., 2004).

2.5 Microorganismos degradadores de hidrocarburos

Los microorganismos degradadores de hidrocarburos se encuentran ampliamente distribuidos en
ecosistemas terrestres, marinos y dulceacuicolas (Okoh, 2006). En aguas que no han sido
contaminadas con hidrocarburos, la poblacién de microorganismos con las habilidades para
degradar estos compuestos constituye menos del 1%; mientras que, en los sistemas altamente
contaminados, como el Golfo de México, constituyen el 10% o mas de la poblacién total (U.S.

Congress OTA, 1991).

Aungue ha sido posible aislar y caracterizar muchas bacterias capaces de degradar hidrocarburos
del petrdleo de ambientes marinos, la mayoria de las bacterias degradadoras de hidrocarburos
podrian permanecer sin descubrir, debido a que una gran fraccién de las bacterias que habitan los
ambientes marinos son incultivables (Harayama et al., 2004). Entre los géneros de bacterias
degradadoras de petréleo que han sido aislados de ambientes marinos se encuentran: Alcanivorax,
Cycloclasticus, Neptunomonas, Oleiphilus, Oleispira y Planococcus. Casi todos estos grupos de
bacterias, exceptuando Neptunomonas, emplean fuentes limitadas de carbono y prefieren los
hidrocarburos de petréleo, razén por lo que se les denomina bacterias hidrocarburoclasticas
profesionales. La mayoria han sido reconocidas como degradadoras de alcanos y compuestos
aromaticos como el tolueno, naftaleno (Naph) y Phe (Harayama et al., 2004). Otras bacterias
hidrocarburocldasticas no profesionales aisladas de ambientes marinos capaces de degradar Phe vy
criseno se encuentran dentro de los géneros: Vibrio, Pseudoalteromonas, Marinomonas vy

Halomonas.

Algunas bacterias aisladas de ambientes marinos han sido clasificadas dentro de géneros que
incluyen bacterias terrestres como: Staphylococcus, Micrococcus, Sphingomonas y Geobacillus
(Harayama et al., 2004). Géneros como Pseudomonas, Vibrio y Flavobacterium también tienen

representantes de ambientes terrestres y marinos. Algunos géneros de bacterias

19



hidrocarbonoclasticas aisladas de sedimentos de manglar son: Microbulbifer, Cellulomonas, Dietzia

y Gordonia (Brito et al., 2006).

A mediados de la década de los 80, se tenia conocimiento de mds de 70 géneros de microorganismos
que incluyen bacterias, hongos filamentosos y levaduras (Tabla 3) capaces de degradar los
componentes del petrdleo (U.S. Congress OTA, 1991). A diferencia de las bacterias, los hongos no
utilizan los hidrocarburos como fuente de carbono y de energia, pero transforman los HPAs
cometabdlicamente, es decir, necesitan de una fuente alternativa de carbono para iniciar el
crecimiento de los organismos e inducir la produccidn de enzimas catabélicas (Juhasz y Naidu, 2000).

Muchos de estos organismos tienen representantes tanto ambientes terrestres como acuaticos.

Tabla 3. Principales géneros de bacterias y hongos degradadores de hidrocarburos.

Bacterias Hongos y Levaduras
Achrornobacter Allescheria
Acinetobacter Aspergillus
Actinomyces Aureobasidium
Aeromonas Botrytis
Alcaligenes Candida
Arthrobacter Cephalosporium
Bacillus Cladosporium
Beneckea Cunninghamella
Brevebacterium Debaromyces
Coryneforms Fusarium
Erwinia Gonytrichum
Klebsiella Hansenula

Lactobacillus

Helminthosporium

Leumthrix Mucor
Moraxella Oidiodendrum
Nocardia Paecylomyces
Peptococcus Penicillium
Sarcina Phialophora
Spherotilus Rhodosporium
Spirillum Rhodotorula
Streptomyces Saccharomyces
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Bacterias Hongos y Levaduras

Xanthomyces Saccharomycopisis
Scopulariopsis
Sporobolomyces
Torulopsis
Trichoderma

Trichosporon
Fuente: Floodgate (1984) citado en U.S. Congress OTA, 1991.

Otros organismos degradadores de hidrocarburos son las cianobacterias y las algas eucariotas. Los
trabajos realizados por Cerniglia y colaboradores (Cerniglia et al., 1979; Cerniglia et al., 1980a;
Cerniglia et al., 1980b) demuestran que tanto las cianobacterias como las algas son capaces de
metabolizar los HPAs bajo condiciones fotoautotréficas. Durante los procesos de degradacién del
Naph y Phe, los metabolitos de degradacién secundarios 1-naftol y trans-9,10-dihidroxi-9,10-
dihidrofenantreno, indican que estos organismos metabolizan el Naph y Phe mediante la accién de
enzimas monooxigenasas de manera mas similar a lo reportado para hongos y mamiferos que a lo
reportado para bacterias (Seccidén 2.3.1). Dentro de estos grupos de organismos destacan las
cianobacterias marinas Oscillatoria sp. y Agmenellum quadruplicatum, algunas diatomeas y algas
rojas y cafés. Debido a que estos organismos se encuentran ampliamente distribuidos en la zona
fética de los ambientes acuaticos, son importantes para la transformacion de los HPAs durante un
derrame de petrdleo. Cerniglia (1993) presenta un listado de microorganismos degradadores de
HPAs aislados de suelos contaminados con hidrocarburos (Tabla 4). En este listado se incluyen

géneros de bacterias, cianobacterias, algas y hongos no mencionados en parrafos anteriores.

Chaillan y colaboradores (2004) identificaron 33 especies de microorganismos degradadores de
hidrocarburos de suelos de Indonesia contaminados con petrdéleo. Algunos de los géneros de
bacterias diferentes a los ya mencionados son: Aeromicrobium, Burkholderia y Mycobacterium.
Entre los hongos destacan: Amorphoteca, Neosartorya, Talaromyces y Graphium vy las levaduras:

Candida, Yarrowia y Pichia.
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Tabla 4. Principales géneros de microorganismos degradadores de hidrocarburos
poliaromaticos (HPAs).

Bacterias Cianobacterias y Ht?ngos’ . Hongos o
algas microscépicos macroscopicos
Beijerinckia Anabaena Absidia Bjerkandera
Corynebacterium Amphora Basidiolobus Chrysosporium
Micrococcus Aphanocapsa Choanephora Panaeolus
Moraxella Chlorella Circinella Phanaerochaete
Rhodococcus Chlamydomonas Claviceps Psilocybe
Staphylococcus Coccochloris Cokeromyces Ramaria
Cylindrotheca Conidiobolus Smittium
Dunaliella Cunninghamella Trametes
Microcoleus Emericellopsis
Navicula Epicoccum
Nitzchia Gilbertella
Nostoc Gliocladium
Porphyriduim Helicostylum
Selenastrum Hyphochytrium
Synedra Linderina
Ulva Mortierella
Neurospora
Pestalotia
Phycomyces
Phlyctochytrium

Rhizoctonia
Rhizophlyctis
Rhizopus
Saprolegnia

Sordaria

Syncephalastrum

Thamnidium

Zygorhynchus

Fuente: Adaptado de Cerniglia, 1993.
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Araiz del derrame de petréleo del Deepwater Horizons surgieron nuevos estudios relacionados con
los microorganismos capaces de degradar hidrocarburos. Justo después del inicio del derrame el
orden Oceanospirillales se convirtio en el grupo predominante de microorganismos degradadores
de hidrocarburos de la columna de agua (Hazen et al., 2010; Mason et al., 2012). Alcanivorax,
Marinobacter, Pseudomonas y Acinetobacter, fueron los géneros predominantes en las playas de
Pensacola Florida impactadas con hidrocarburos (Kostka et al., 2011). Posteriormente se
identificaron a los géneros Alcanivorax y Marinobacter como degradadores de hidrocarburos
alifaticos y a los géneros Alteromonas, Cycloclasticus y Colwellia como degradadores de HPAs
(Gutierrez et al., 2013). Otros géneros como Halomonas y Pseudoalteromonas mostratron
capacidades enzimdticas para degradar hidrocarburos presentes tanto en la mancha superficial

como en la pluma de agua, colectadas durante la fase activa del derrame (Gutierrez et al., 2013).

Dentro del grupo de trabajo se ha empleado la tecnologia del grano de café para remediar sitios
contaminados con compuestos xenobidticos. Debido a su composicién quimica, es posible el
desarrollo de una gran variedad de microorganismos con potencial para degradar los hidrocarburos
del petréleo y otros contaminantes. En el inéculo del grano verde de café se han identificado
bacterias degradadoras de plaguicidas como Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Stenotrophomonas maltophilia, Flavimonas oryzihabitans y Morganella morganii. P. aeruginosa y F.
oryzihabitans fueron elegidas por su mayor capacidad para degradar plaguicidas organoclorados
como el 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano (DDT) y el endosulfan (Barragan-Huerta, 2006).
También se han aislado bacterias productoras de biosurfactantes como Bacillus cereus (Velazquez-
Aradillas et al., 2010) y hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Absidia con habilidad de

degradar hidrocarburos (Zuniga-Silva, 2009).

2.6 Importancia del grano de café en la degradacion de
hidrocarburos

El empleo del grano de café en combinacién con agentes texturizantes (que también se han
empleado com soportes para el crecimiento de microorgamismos en los procesos de
biorremediacién de suelo y agua), ha mostrado que es posible reducir altas concentraciones de
hidrocarburos de fraccion media (HFM), fraccidn pesada (HFP) y compuestos poliaromaticos (HPAs)

(Roldan-Martin et al., 2007; Zaniga-Silva, 2009).
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La tecnologia desarrollada (Rodriguez-Vazquez et al., 2011) ha sido aplicada a escala comercial en
suelo, subsuelo y mantos acuiferos someros contaminados con diesel y grasas, en varios contratos
con PEMEX-Refinaciéon (Rodriguez-Vazquez, 2008) y Ferrocarriles Nacionales de México en
Liquidacion (FNML) (Rodriguez-Vazquez, 2010; Rodriguez-Vazquez, 2011). A nivel laboratorio ha
sido empleada en la biorremediacidon de aguas contaminadas con benceno y metil ter-butil éter
(MTBE) (Ramirez-Castillo, 2009) y en agua salada contaminada con diesel (Bolafios-Garcia, 2011),

obteniéndose en todos los casos altos porcentajes de remocidn de los contaminantes.

2.6.1 Microorganismos asociados al grano de café

El grano de café es producido por los cafetos, que son arbustos del género Coffea que se localizan
en regiones tropicales. Las especies que dominan el mercado internacional son: Coffea arabica
(Arabica) y Coffea canephora (Robusta). Los cafetos producen frutos carnosos, llamados cerezas de
café, que en estado de madurez presentan una coloracion rojiza. Cada cereza posee dos nucleos y

cada nucleo un grano de café.

Ferreira y colaboradores (2008) estudiaron la sucesion de comunidades microbianas durante la
fermentacién natural del café Arabica y encontraron una gran diversidad de microorganismos. Las
bacterias fueron el grupo mds numeroso al inicio de la fermentacidon cuando el contenido de
humedad de los granos de café era alrededor del 68%. Las bacterias Gram-positivas representaron
el 85.5% del total de bacterias y Bacillus fue el género dominante con alrededor de un 51% de total
de este grupo. Entre las especies Gram-negativas destacan los géneros Serratia, Enterobacter y
Acinetobacter. Alrededor el 22% de los microorganismos aislados corresponden a levaduras siendo
los géneros mas representativos: Derbaryomyces (27%), Pichia (18.9%) y Candida (8%). Entre los
hongos filamentosos destacan los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Cladosporium. De los
géneros y especies identificadas existen miembros que se sabe pueden degradar hidrocarburos del

petréleo.

En términos generales, la diversidad y nimero de individuos por especie durante la sucesion
ecolégica microbiana estuvo influenciada principalmente por el contenido de humedad de las
cerezas y del grano de café. La humead del grano de café puede correlacionarse con la actividad del
agua (aw) y es un factor que afecta el grado de colonizacién y las especies colonizadoras. Otros
factores que influyen en la sucesién son la temperatura, la competencia por sustratos, la capacidad

enzimatica de las especies colonizadoras y la actividad antimicrobiana (Ferreira et al., 2008).
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Los azucares mas simples (glucosa, sacarosa y fructuosa) son utilizados por los microorganismos al
inicio de la fermentacidn natural del café, disminuyendo la disponibilidad de estos azlcares para
otros microorganismos, de manera que los polimeros complejos como la celulosa y pectina se
convierten en la principal fuente de carbono, pero su uso depende del proceso de despolimerizacién

(Ferreira et al., 2008).

2.6.2 Caracteristicas fisico-quimicas del grano de café

El café es uno de los productos mas complejos desde el punto de vista de su composicién quimica,
la cual depende de la especie y variedad cultivada, ubicacién del cultivo, condiciones climaticas,
altitud, fertilidad del suelo, grado de maduracién del grano, procesamiento y condiciones de
almacenamiento (Bolivar, 2009). En términos generales 100 g de café seco contienen: 29% de pulpa
seca, 12% cascarilla de pergamino, 4% mucilago (mesocarpio) y 55% de grano verde (Barragdn-

Huerta, 2006).

En el grano del café se pueden encontrar carbohidratos en forma de polisacaridos y de azucares de
bajo peso molecular, acidos grasos, compuestos nitrogenados como aminoacidos, proteinas y
alcaloides, compuestos fendlicos, minerales y acidos alifaticos, entre otros (Tabla 5).

Tabla 5. Composicion quimica porcentual en base seca del grano de café verde y tostado de las
especies Coffea arabica y Coffea canephora.

Coffea arabica Coffea canephora
Componente

Verde Tostado Verde Tostado
Polisacéridos 50.0-55.0 24.0-39.0 | 37.0-47.0 -
Oligosacaridos 6.0-8.0 0-3.5 5.0-7.0 0-35
Lipidos 12.0-18.0 14.5-20.0| 9.0-13.0 11.0-16.0
Proteinas 11.0-13.0 13.0-15.0 | 11.0-13.0 13.0-15.0
Aminodcidos 2.0 0 2.0 0
Cafeina 09-1.2 ~1.0 16-2.4 ~2.0
Trigonelina 1.0-1.2 0.5-1.0 0.6-0.75 0.3-0.6
Acidos clorogénicos 5.5-8.0 1.2-23 7.0-10.0 3.9-4.6
Minerales 3.0-4.2 3.5-4-5 40-45 46-5.0
Acidos alifaticos 1.5-2.0 1.0-15 1.5-2.0 1.0-1.5
Acidos humicos - 16.0-17.0 - 16.0-17.0

Fuente: Clifford, 1985.
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Los carbohidratos son los principales componentes de los granos de café, estos pueden estar
presentes en forma de polisacaridos y como azucares de bajo peso molecular. La fraccidén
polisacarida constituye alrededor del 50% del peso seco del grano verde de café, mientras que los
azlcares de bajo peso molecular el 5 y 7%. Durante el tostado se destruye la sacarosa y los

polisacaridos se despolimerizan gradualmente hasta quedar pirolizados (Tabla 6).

Los componentes mayoritarios de la fraccion polisacarida son los galactomananos (con una
concentracién préxima al 50% del total de polisacaridos), los arabinogalactanos (30%) y la celulosa
(15%). Existen pequeiias cantidades de polisacaridos pécticos (4%) y xyloglucanos (Redgwell y
Fischer, 2006). Segun Bradbury y Halliday (1990), el contenido de carbohidratos poliméricos en el
café Arabica es menor que en el café Robusta, el café Arabica posee un mayor contenido de
carbohidratos de bajo peso molecular, el cual es principalmente sacarosa (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion porcentual de carbohidratos en base seca del grano verde de café de las
especies Coffea arabica y Coffea canephora.

Carbohidrato Coffea arabica Coffea canephora
Total Azicares bajo peso molecular 6.2-9.5 3.2-75
* Monosacaridos 0.2-0.5 0.2-0.5
= Sacarosa 6.0-9.0 3.0-7.0
Total Polisacdridos 43.0-45.0 46.9-48.3
= Manosa 21.3-225 21.7-224
»= Galactosa 10.4-11.9 12.4-14.0
*  Glucosa 6.7-7.8 7.8-8.7
»= Arabinosa 3.4-40 3.8-4.1
= Ramnosa 0.3 0.3
= Xilosa 0-0.2 0.2

Fuente: Bradbury, 2001.

Con respecto a los azucares de bajo peso molecular, en las primeras etapas de desarrollo del grano
de café, la glucosa y la fructuosa son los azlcares mayoritarios, siendo el contenido de la primera
aproximadamente el doble del de la fructuosa. Al finalizar el desarrollo del grano, las
concentraciones de glucosa y fructuosa disminuyen, mientras que el contenido de sacarosa
incrementa hasta valores porcentuales entre 5 a 9, lo que constituye el 100% del total de azlcares

libres del grano maduro (Redgwell y Fishcer, 2006).
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La fraccién lipidica del endospermo se compone principalmente de triglicéridos, esteroles y
tocoferoles, componentes encontrados en todos los aceites vegetales comestibles comunes (Speer
y Kolling-Speer, 2006). El contenido de lipidos de C. arabica oscila entre 12 y 18% del peso seco del
grano verde de café, mientras que el de C. canephora es ligeramente inferior (9 a 13%) (Tabla 5)
(Speer y Kolling-Speer, 2006). Los lipidos se pueden encontrar esterificados con glicerol formando
triglicéridos, ésteres de diterpenos, ésteres de esteroles y dcidos grasos libres (Speer y Kélling-Speer,
2006). Los lipidos saponificables predominantes son los triglicéridos, llegando a constituir entre el
70 y 80% del total de la fraccion lipidica. El acido linoleico y palmitico son los triglicéridos mas
importantes del grano verde de café, aunque también es posible encontrar acido oleico, estearico y
arquidico (Tabla 7).

Tabla 7. Principales acidos grasos presentes en el grano verde de café, expresado como
porcentaje total de lipidos.

Componente Coffea sp. ® Coffea sp. ° C. arabica * C. canephora *
Linoleico cis: 43.2-459 47.7 52.2-543 43.9-49.3
Palmitico ci6:0 30.7-35.3 333 26.6-27.8 27.2-32.1
Oleico cis:1 7.6-10.1 6.7-8.2 9.7-14.2
Estedrico cis:o 6.6-9.0 7.3 5.6-6.3 58-7.2
Arquidico c20:0 2.7-33 25 26-28 2.7-43
Linolénico cis:3 1.1-17 1.7 22-26 09-14
Behénico c22:0 0.3-0.5 0.5 0.5-0.6 0.3-0.8
Miristico cia:0 Trazas Trazas Trazas
Palmitoleico ci6:1 Trazas Trazas Trazas
Margdrico ci7.0 Trazas Trazas Trazas

a Kroplien (1963, c.p. Debry, 1994, p. 82).
b Folstar et al., 1977.
¢Speer et al., 1993.

Los compuestos nitrogenados comprenden las proteinas, los aminodcidos, la trigonelina y los
alcaloides. La 1,3,7-trimetilxantina, conocida como cafeina, es el principal alcaloide del café. Un
grano de café contiene en promedio de 1 a 2% de cafeina, a la que se le atribuye la actividad
estimulante de la bebida de café. Los granos de café Robusta poseen una mayor concentracién de
cafeina (1.6 a 2.4) que los del café Arabica (0.9 a 1.2) (Tabla 5). Aunque sufre una ligera sublimacién,

la cafeina sobrevive al tueste (Clifford, 1975; Bolivar, 2009).
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Otro alcaloide de gran importancia es la trigonelina, una metil betaina de la piridina, que desde el
punto de vista bioquimico, es la matriz para la formacién de la vitamina del complejo B. La
trigonelina representa cerca del 1% del peso seco del café verde pero no sobrevive al tueste. Se
encuentra en mayor concentracién en el café Arabica (0.9 a 1.2) que en Robusta (0.6 a 0.75) (Tabla

5) (Clifford, 1975).

En el grano verde de café las proteinas pueden encontrarse en el citoplasma o unidas a polisacaridos
en las paredes celulares. Aproximadamente un tercio la proteina total, estd asociado con el
arabinogalactano de la pared celular (Clifford, 1985). En términos generales el contenido proteinico
en ambas especies de café oscila entre el 11 al 13% (Tabla 5). La fraccién soluble en agua, constituye

aproximadamente la mitad del contenido total de proteina.

Los aminoacidos libres conforman un 2% tanto en C. arabica como en C. canephora. En el café estdn
presentes en los tejidos de las plantas. Entre los aminodcidos libres destacan el dcido glutamico,

acido aspartico, asparagina y alalina.

Los minerales juegan un papel importante en el crecimiento estructural de la planta y la semilla.
Forman parte de la composicion quimica de proteinas y lipidos. Las cenizas del café estan
compuestas aproximadamente en un 40% por O6xidos de potasio (Clifford, 1975). Otros
macroelementos presentes son: magnesio, calcio y sodio (Tabla 8). El contenido de minerales es

mas alto en C. canephora que en C. arabica.

Tabla 8. Composicién mineral en base seca del grano verde de café de Coffea arabica.

Componentes mayoritarios Componentes minoritarios
(mg) (mg)

K 1,350.0-1,712.0 Cr 74.0-1,327.0
Mg 142.0-176.0 \' 70.0-110.0
Ca 76.0-20.0 Ba 100.0-615.0
Na 2.3-17.0 Ni 11.0-388.0
Fe 2.1-105 Co 10.0-93.0
Mn 1.1-9.8 Pb 18.0-77.0
Rb 0.6-4.2 Mo 11.0-27.0
Zn 0.5-3.2 Ti 4.0-20.0
Cu 0.5-3.2 cd 3.0
Sr 0.4-1.3

Fuente: Clifford, 1975.
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2.7 Inmovilizacion

La pérdida de la biomasa activa y la susceptibilidad que tienen los microorganismos a diferentes
factores abidticos y al contaminante que se desea degradar, destacan entre los principales
problemas asociados al empleo de microorganismos en los procesos de biorremediacién. Para
minimizar el impacto de estos factores y coadyuvar a su establecimiento y supervivencia, se ha
impulsado el uso de diferentes técnicas, entre las que sobresale la inmovilizacién de la biomasa
activa. En términos generales las células inmovilizadas presentan mayor actividad catalitica que las
libres y los microorganismos inmovilizados suelen tolerar concentraciones mas altas de compuestos

toxicos (O’Reilly y Crawford, 1989; Cunningham et al., 2004; Ha et al., 2009; Kim et al., 2010).

El incremento en la actividad metabdlica obedece a diferentes aspectos. En los ecosistemas
acudticos la biomasa libre puede ser arrastrada, impidiendo que se mantenga o aumente su
concentracién (Garzéon y Barragan, 2008), mientras que la biomasa inmovilizada aumenta mas
facilmente. Tanto el soporte como la biopelicula que algunos de estos microorganismos forman,
atrapan los nutrientes y sustancias presentes en el medio y al estar mas disponibles para las células
inmovilizadas, la actividad metabdlica se ve favorecida (Madigan et al., 2004). Por otra parte,
Galazzo y Bailey (1990) observaron que cuando los microorganismos son inmovilizados en perlas de
alginato de calcio, hay una disminucidn del pH al interior de éstas. La disminucién del pH se debe a
que la membrana citoplasmatica incrementa la permeabilidad a protones, ocasionando un mayor

consumo de ATP, lo que se refleja en el aumento del metabolismo.

Marrie y Costerton (1981) encontraron que aquellos microorganismos que son capaces de formar
aglomerados o biopeliculas en condiciones naturales, presentan mayor resistencia a los
antisépticos. Este fendmeno se puede atribuir tanto a las diferencias fisioldgicas entre los
microorganismos que forman aglomerados y los de crecimiento libre y a la mayor concentracion de
nutrientes alrededor de la biopelicula o soporte. Asimismo, los exopolisacaridos secretados por los
microorganismos reducen la difusién de sustancias téxicas hacia el interior de la biopelicula

(Lazarova y Manem, 1995).

Se han descrito en la literatura casos de inmovilizacién de células activas para la degradacion de los
hidrocarburos del petréleo, sus derivados y subproductos. Por ejemplo, Wiesel y colaboradores
(1993) inmovilizaron un cultivo mixto en arcilla granular para la degradacidon de HPAs; mientras que
Wilson y Bradley (1997) inmovilizaron células de Pseudomonas fluorences en un soporte inerte

(Drizit) para degradar diesel esloveno en cuerpos de agua salada.
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Cunningham vy colaboradores (2004) utilizaron la técnica de atrapamiento en matriz para co-
inmovilizar en un adsorbente sintético organismos nativos de suelos contaminados con
hidrocarburos. Aspergillus sp. fue inmovilizado en alginato de calcio para degradar fenol
proveniente de las refinerias del petréleo (dos Passos et al., 2010). Sarma y Pakshirajan (2011)
inmovilizaron a la bacteria Mycobacterium frederiksbergense en perlas de alginato para degradar
pireno. Posteriormente, estos mismos investigadores encapsularon el contaminante dentro de
perlas de quitosano recubiertas de alginato y alcohol polivinilico para dosificar la entrega del
contaminante a los microorganismos (Sarma y Pakshirajan, 2011). Largo (2010), inmovilizé células
de Alcanivorax venustensis en hidrogeles de quitosano y goma de xantana para degradar alcanos en

ambientes marinos.

2.7.1 Métodos de inmovilizacion

La inmovilizacidn es el término que describe las diferentes formas de unién o atrapamiento de los
microorganismos a un material o superficie (Cassidy et al., 1996), la cual puede ser natural o
inducida. Entre las diversas formas se incluye la adsorcion a superficies, unién covalente a soportes,

floculacidn natural, entrecruzamiento de células, atrapamiento en matrices y encapsulacion.

Adsorcion a superficie y union covalente

La adsorcién a superficies o materiales de soporte es un tipo de inmovilizacién pasiva en la cual
algunos microorganismos tienden a unirse a superficies y crecer en ellas (Garzén y Barragan, 2008).
Es un proceso reversible y puede derivar en la pérdida de los microorganismos durante el proceso
de operacion (Zhou et al., 2008). La adherencia se da a través de estructuras celulares (la capsula o
fimbrias en el caso de las bacterias y las hifas en los hongos) o sustancias que los microorganismos
segregan (Garzdén y Barragan, 2008). Estas sustancias extracelulares son complejas estructuras con
sistemas de canales de agua y aireacion, los cuales permiten el transporte de nutrientes, desechos,
oxigeno y agua, entre otros. Gracias a estos canales se generan gradientes de tensién de pH y
oxigeno, lo que permite que se desarrollen micronichos y diversos grupos de microorganismos

(Figura 5a) (Kourkoutas et al., 2004).

La unidon covalente a superficies es un tipo de inmovilizacidon activa o artificial en la cual los
microorganismos son inmovilizados mediante reacciones de unién con grupos reactivos (NH; vy -

COOH) en la superficie de la célula y no existen barreras fisicas entre las células y el disolvente.

30



Después de la inmovilizacién incrementa la estabilidad de los microorganismos de manera
significativa, pero su bioactividad tiende a disminuir durante el proceso de post-operacion (Figura

5b) (Zhou et al., 2008).

Entre los materiales empleados en estos dos tipos de inmovilizacién destacan las matrices orgdnicas,
ya que brindan mayor adsorcion que las sintéticas. Los materiales organicos tienen mayor cantidad
de grupos radicales amino y carboxil, asi como una mayor cantidad de nutrientes, por lo que no es
necesario agregar fuentes adicionales de carbono o nitrégeno. Algunos ejemplos de matrices
organicas son: fibra de estropajo (fruto de la Luffa), fibras de coco, fibra de agave tequilero (Agave
tequilana), granos de café y fibra de madera de papaya. Entre los materiales sintéticos destacan:
vidrio, ceramicas porosas, fibras de polipropileno, perlas de vidrio, perlas de silice, cubos de
poliuretano, espuma de poliuretano, espuma de polivinil y carbén activado granular. Algunos de
estos materiales es necesario tratarlos con policationes, quitosano, hierro u otros compuestos

quimicos con el fin de facilitar la colonizacion del soporte (Cohen, 2001).

Floculacion

La floculacidon natural consiste en la agregacién o aglomeracién natural de las células formando
grupos y sedimentos (fléculos) en el medio en el que se encuentran (Figura 5c). Se usa
principalmente para inmovilizar mohos, hongos y células vegetales (Kourkoutas et al., 2004). En la
floculacién artificial, denominada también entrecruzamiento de células, se emplean agentes
floculantes para unir células entre si que por naturaleza propia no tienden a aglomerarse (Figura
5d). Para ello se emplean reactivos con grupos funcionales (glutaraldehido, bisdiazobenzidina, di-
isocianato de hexametileno, quitosano). EIl método es muy simple pero es dificil controlar
apropiadamente el proceso. Los principales factores que influyen en la agregacién son: la
composicion de la pared celular, pH, oxigeno disuelto y la composicién del medio de cultivo

(Kourkoutas et al., 2004; Zhou et al., 2008).

Atrapamiento

El atrapamiento en matriz es un atrapamiento artificial o inducido que consiste en la inmovilizacion
de células dentro de una matriz porosa, la cual impide la difusion de las células en el medio, pero
permite el paso de metabolitos y nutrientes (Figura 5e) (Kourkoutas et al., 2004). En la

encapsulacién los organismos son encerrados en un polimero de tipo gel ya sea organico o
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inorganico. Las matrices poliméricas empleadas tienen una estructura porosa, de manera que los
contaminantes y los productos metabdlicos pueden difundirse a través de esta. No obstante lo
anterior, la difusion es uno de los grandes retos a superar (Figura 5d) (Kourkoutas et al., 2004; Zhou

etal., 2008).

Figura 5. Métodos de inmovilizacion mas comunes.
a. Adsorcion a superficie, b. Unidn covalente a superficie, c. Floculacidén natural o agregacion, d. Floculacion
artificial o entrecruzamiento, e. Atrapamiento dentro de una matriz porosa, f. Microencapsulacion.
Fuente: Kourkoutas et al., 2004.

Entre los materiales empleados destacan los polimeros organicos naturales (agar, agarosa, alginato,
carragenina, quitosano, goma xantana) y los sintéticos (poliacrilamida, alcohol polivinilico,
polietilénglicol). Los primeros tienen como ventajas el hecho de que no son téxicos, no contaminan,
son biodegradables y permiten mayor viabilidad celular. No obstante lo anterior, el caracter
biodegradable, les confiere menor estabilidad a largo plazo, ademads de que el tamafio de poro es
mas grande, lo que incide en una mayor pérdida de células y proteinas de interés. En contraposicion,
con los polimeros sintéticos se obtiene mayor estabilidad a largo plazo y menor tamafio de poro, lo
gue permite una liberacién gradual de los microorganismos al ambiente (Cassidy et al., 1996; Zhou
et al., 2008). La eleccion de los soportes depende del tipo de organismo a inmovilizar, de las

caracteristicas del lugar a remediar y de la aplicacion a la que se va a destinar.

Con la finalidad de subsanar las limitantes que presentan tanto los polimeros naturales como los
sintéticos y aprovechar las ventajas que cada uno ofrece, se han creado formulaciones con mezclas

de estos polimeros. Tal es el caso de Song y colaboradores (2005) quienes desarrollaron un método
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hibrido de inmovilizacién basado en las técnicas de atrapamiento en matriz y encapsulacion para la
desnitrificacién bioldgica en reactores por lote y lecho empacado. Utilizaron alcohol polivinilico
(APV) para atrapar las células y goma Xantana en el proceso de encapsulacién. Las matrices de APV
proporcionaron la elasticidad y la fuerza mecdanica adecuada para un alto estrés de cizalla; mientras
gue con el proceso de encapsulacion se incrementd la capacidad de carga, se disminuyé la fuga de

células y se incrementd la actividad metabdlica.
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3. JUSTIFICACION

Durante los procesos de biorremediacién de los ecosistemas acuaticos se producen procesos de
extrema dilucidn de la biomasa activa y de los nutrientes. Para subsanar dicha limitante se propone
inmovilizar a los microorganismos asociados al grano de café para remediar aguas contaminadas
con hidrocarburos. La inmovilizacidn del cultivo mixto puede mejorar su actividad metabdlica, asi
como las tasas de degradacion de los hidrocarburos, al protegerlos de depredadores, de cambios
bruscos en las condiciones fisicoquimicas del ambiente y de |a toxicidad de los compuestos que se

desea degradar.
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4. HIPOTESIS

4.1 General

La inmovilizacidn de los microorganismos del grano de café mejorara las tasas de degradacion del

fenantreno en ambientes acuaticos.

4.2 Especificas

1. Elconocer las condiciones de cultivo mas adecuadas para los microorganismos asociados al

grano de café, favorecera la degradacion del fenantreno.

2. Elinmovilizar a los microorganismos asociados al grano de café proporcionara a las células

un microambiente mas estable, lo que favorecera la degradacion del fenantreno.

35



5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar el potencial de los microorganismos asociados al grano de café para degradar

fenantreno en ambientes acuaticos.

5.2 Especificos

1. Identificar taxondmicamente a los microorganismos degradadores de hidrocarburos

asociados al grano de café.

2. Determinar las condiciones de cultivo mas adecuadas para la degradacién de fenantreno

por los microorganismos asociados al grano de café en ambientes acudaticos.

3. Evaluar el efecto de inmovilizar a los microorganismos asociados al grano de café en la

degradacion de fenantreno.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se dividié en cuatro etapas.

Primera etapa: Identificacion taxondmica

Seleccion de condiciones de cultivo

Aislamiento de microorganismos

tolerantes a diesel

Identificacion de microorganismos
tolerantes a diesel

Segunda etapa: Principales factores que favorecen la degradacion de
hidrocarburos

Disefio de experimentos para la
produccion del indculo de grano
verde de café

Pruebas de recuperacion del
hidrocarburo modelo

Exposicidn de microorganismos a
diferentes condiciones fisico-
guimicas
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Tercera etapa: Desarrollo del sistema de inmovilizacion

Exploracién de fibras vegetales con
uso potencial como soportes de
inmovilizacion

Diseno de experimentos para

evaluar la disponibilidad de
nutrientes del sistema inmovilizado

Evaluacion de las fibras vegetales
como soportes de inmovilizacion

Cuarta etapa: Experimentos de degradacion de fenantreno

Experimentos de degradacién de
fenantreno en agua destilada y agua de
mar en cultivos con células libres e
inmovilizadas en fibra de lufa sin fuente
primaria de carbono

Experimentos de degradacion de
fenantreno en agua destilada y agua
de mar en cultivos con células libres
e inmovilizadas en fibra de lufa con
glucosa como fuente primaria de
carbono
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Medios de cultivo

7.1.1 Medio de cultivo empleado en el enriquecimiento secuencial

El diesel se esteriliza por filtracion a través de un filtro de membrana de nylon de 0.22 um y fibra de
vidrio antes de su incorporacion al medio de cultivo. A 880 mL de agua destilada se adiciona la
glucosa, la peptona, el diesel estéril, el cloruro de amonio y las sales de fosfato. Las soluciones de
macroelementos y microelementos se preparan por separadao, teniendo cuidado de que las sales
no precipiten. Las tres soluciones se esterilizan por 20 min a 121°Cy se dejan enfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente se adiciona al medio de cultivo 100 mL de la solucién de macroelementos

y 10 mL de la solucién de microelementos y se mezcla por inversion.

Compuesto g/L
Glucosa 1.00
Diesel 10 mL
Peptona 1.00
NH4Cl 1.00
KH,PO4 1.313
KzHPO, 0.188
Solucién de macroelementos 10X 100 mL
Solucién de microelementos 100X 10 mL

Nota: La glucosa se adiciond Unicamente en el primer ciclo de enriquecimiento para el crecimiento

inicial del inéculo.

Solucion de macroelementos (10X)

A 1000 mL de agua destilada se adicionan los siguientes compuestos. La solucidn se esteriliza por 20
min a 121°C y se deja enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se afiaden 100 mL de esta
solucidén al medio de cultivo y se mezcla por inversién. La solucidn se conserva en frascos de vidrio

de color ambar en refrigeracién entre 2 a 4°C.
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Compuesto g/L 10X (g/L)

MgSO4-7H,0 0.500 5.00
NaHCO3 0.150 1.50
CaCl; 0.075 0.75
CoCl-6H20 0.036 0.36
H3sBOs 0.031 0.31

Solucion de microelementos (100X)

A 1000 mL de agua destilada se adicionan los siguientes compuestos. La solucidn se esteriliza por 20
min a 121°C y se deja enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se afiaden 10 mL de esta
solucidén al medio de cultivo y se mezcla por inversién. La solucidn se conserva en frascos de vidrio

de color dmbar en refrigeracién entre 2 a 4°C.

Compuesto g/L 100X (g/L)
MnSQ4-H,0 0.020 2.0
(NH)6M0;054-4H,0 0.020 2.0
ZnS04-7H,0 0.025 2.5
CuCl-2H,0 0.010 1.0
FeS0O4-7H,0 0.001 0.1

7.1.2 Medio de cultivo con balance C:N

Se prepara una solucion madre de fenantreno en hexano de 500 mg/L. A 890 mL de agua destilada
o de agua de mar, se adicona la glucosa, el extracto de malta, la polipeptona y las fuentes de
nitrégeno y fésforo. Una vez disueltos los componentes, se esteriliza por 20 min a 121°C y se deja
enfriar a temperatura ambiente. Posteriomente se adicionan 100 mL de la solucidon de

macroelementos y 10 mL de la solucién de microelementos.

El fenantreno se adiciona a las unidades experimentales 48 h antes de su inoculacién, éstas se tapan
con tela para cirugia y se dejan en la campana de extraccidon hasta la completa evaporacion del
hexano. Posteriomente se afiade el medio de cultivo, la solucidon de macroelementos y
microelementos, el grano verde de café (GVC) y la fibra de lufa estéril seguin corresponda, en la

proporcién requerida.
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Sin fibra de lufa

Fuente Masa (g/L) C(g/L) N (g/L) P (g/L)
Fenantreno 0.200 0.189

GVC 21.750 6.197 0.442

Glucosa 1.000 0.400

Ext. De Malta 1.000 0.290 0.007

Polipeptona 1.000 0.450 0.115

NaNO3 1.000 0.165

KH2PO4 0.875 0.199

GVC: grano verde de café

Con fibra de lufa

Fuente Masa (g/L) C(g/L) N (g/L) P (g/L)
Fenantreno 0.200 0.189

GVC 21.750 6.197 0.442

Fibra de lufa 6.750 0.982 0.039

Glucosa 1.000 0.400

Ext. De Malta 1.000 0.290 0.007

Polipeptona 1.000 0.450 0.115

NaNOs; 1.000 0.165

KH2PO,4 0.875 0.199

GVC: grano verde de café

7.1.3 Rosa de bengala (RB)

Este medio es conveniente para aislar los hongos porque reduce la extension de las colonias sin
afectar la germinacion de las esporas (pH=7.2). Se preparan por separado las soluciones de
cloranfenicol y de rosa de bengala y se esterilizan. A 998.5 mL de agua se adicona la glucosa, la
peptona, el sulfato de magnesio, el fosfato de potasio y el agar. Una vez disueltos todos los
componentes, se afiade el cloranfenicol y el rosa de bengala. El medio de cultivo se esteriliza por 20

min a 121°C. Cuando la temperatura desciende entre 40 y 45°C se vierte en cajas Petri.

Compuesto g/L
Glucosa 10.0
Peptona 5.0
MgS04-7H,0 0.5
K;HPO, 1.0
Agar 15.0
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Compuesto g/L

Cloranfenicol
1.0mL
(10% w/v en agua)

Rosa de Bengala
0.5mL
(5% w/v en agua)

Observaciones: El cloranfenicol es termoestable, pero puede ser reemplazado por otros antibidticos
gue se agregan asépticamente al medio estéril fundido, tal como la clortetraciclina (10 mL de

solucidn acuosa al 1% w/v en 1 L de medio).

7.1.4 Verde de malaquita (VM)

Medio para el aislamiento selectivo de Fusarium sp. sin el uso de bifenil policlorado (PCNB). Este
medio también es mads inhibitorio para especies de Aspergillus y Penicillium. Se preparan por
separado las soluciones de estreptomicina y cloranfenicol en una concentracién conocida y se
esterilizan. En otro matraz se adiciona el agar, la peptona, el KH,PO4, el MgSO, y el verde de
malaquita y se esteriliza por 20 min a 121°C y se deja enfriar hasta que alcance una temperatrua
entre 45 a 50°C. Posteriomente bajo condiciones asépticas se afiade la solucién estéril de

estreptomicina y de cloranfenicol. Cuando la temperatura desciende entre 40 y 45°C se vierte en

cajas Petri.
Compuesto g/L
Agar 20.0
Peptona 15.0
K2HPO4 1.0
MgS047H,0 0.5
Oxalato de Verde Malaquita 2.5mg
Estreptomicina 50 mg/L
Cloranfenicol 100 mg/L

Nota: Como no se contaba con estreptomicina se agregd 33.33% adicional de cloranfenicol.

42



7.1.5 Levadura-Malta-Sacarosa (LMS)

Es un medio para aislamiento y recuento de mohos y levaduras (pH=6.8). Algunos autores sugieren
gue funciona mejor que el Rosa de Bengala-Dicloran. Se preparan por separado las soluciones de
cloranfenicol y de clortetraciclina y se esterilizan. A 980 mL de agua destilada se adiciona el resto de
los compuestos, se esteriliza por 20 min a 121°C, se enfria entre 45 a 50°C y se agrega 10 mL de la

solucidn estéril de cloranfenicol y 10 mL de la solucién estéril de clortetraciclina.

Compuesto g/L
Sacarosa 30.0
Ext. de Malta 15.0
Ext. de Levadura 5.0
Triptona 2.0
Bilis desecada (oxgall) 2.0
Nitrato de Sodio 0.5
Agar 20.0
Cloranfenicol 0.5% 10 mL
Clortetraciclina 0.5% 10 mL

Nota: Como no se contaba con clortetraciclina se agregd 33.33% adicional de cloranfenicol.

7.1.6 Agar para cuenta en placa (PCA)

Es un medio para evaluar el total de bacterias viables en una muestra. No es un medio selectivo

(pH=7.0). Se pesan los ingredientes, se disuleven en 1 L de agua destilada y se esteriliza por 20 min

al121°C.
Compuesto g/L
Peptona 5.0
Ext. de Levadura 2.5
Glucosa 1.0
Agar 15.0
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7.1.7 Agar nutritivo (AN)

Medio de cultivo usado normalmente como rutina para bacteria y otros microorganismos poco
exigentes en lo que se refiere a requerimientos nutritivos (pH=6.8). Se pesan los ingredientes, se

disuleven en 1 L de agua destilada y se esteriliza por 20 min a 121°C.

Compuesto g/L

Extracto de Res 3.0
Peptona 5.0
Agar 15.0

7.1.8 Medio Wunder

Medio de cultivo desarrollado por Wunder y colaboradores (1994) para evaluar el metabolismos de
Aspergillus niger para degradar HPAs y es empleado normalmente en el Laboratorio de Compuestos
Xenobidticos en los experimentos de degradaciéon con hongos filamentosos. Se pesan los

ingredientes, se disuleven en 1 L de agua destilada y se esteriliza por 20 min a 121°C.

Compuesto g/L
Glucosa 10.000
Polipeptona 1.000
(NH4),S04 1.000
MgSO4 7H,0 0.500
KH2PO4 0.875
K;HPO, 0.125
CaCl, 0.075
NaCl 0.100
MnSO, H,0 0.020
FeSO4 7H,0 0.001

Fuente: Wunder et al., 1994

7.1.9 Bushenell-Haas (BH)

Este medio de cultivo se recomienda para evaluar el potencial de los microorganismos para
degradar hidrocarburos (Bushnell y Haas, 1941). Contiene todos los nutrientes excepto fuente de
carbono y los hidrocarburos a evaluar. Para probar un hidrocarburo liquido, éste se coloca sobre la

superficie del agar inoculado. Para probar la hidrocarburo volatil, las cajas Petri que contienen el
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medio de cultivo se invierten y el hidrocarburo se vierte en la tapa. Se pesan los ingredientes, se

disuleven en 1 L de agua destilada y se esteriliza por 20 min a 121°C.

Compuesto g/L
MgS04 7H,0 0.20
CaCl, 0.02
KH2PO4 1.00
KoHPO4 1.00
NH4NOs 1.00
FeCls 0.05
Agar 20.00

Fuente: Bushnell y Haas, 1941

7.2 Métodos analiticos

7.2.1 Calculo de la capacidad de retencidon de agua del grano de café

La capacidad de retencién del agua (CRA) se cuantific6 segin lo descrito por San Juan y

colaboradores (2006).

7.2.2 Monitoreo de la actividad microbiana para la produccion del inéculo

Se pesé 1 g de grano de café molido y se colocd en botellas serolégicas de 125 mL. Se agregd agua
con base en el valor porcentual de la CRA requerida. Las unidades experimentales (UE) se taparon
con tapones de pldstico, se registrd el peso de cada UE y se dejaron incubar por sies dias. La
produccién de CO; se cuantificd inyectando 2 mL de muestra del espacio de cabeza de las UE a un
cromatégrafo de gases Gow-Mac, modelo 550, equipado con un detector de conductividad térmica.
Las condiciones de operacién fueron las siguientes: helio como gas acarreador a un flujo de 55
mL/min; temperatura de la columna a 25 °C, temperatura del inyector a 30 °C y temperatura del
detector a 100 °C. Después de tomadas las lecturas, se agregd a cada UE el agua perdida debido a
los procesos de evapotranspiracion. El sistema se aired durante 10 min para evitar la acumulacion

de CO, y permitir el intercambio de gases (Arriaga y Revah, 2005).
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7.2.3 Determinacion de cenizas

El método empleado corresponde al descrito por Franco y colaboradores (1990). La determinacion
de cenizas se cuantificd mediante la incineracién de la muestra hasta la obtencién de un residuo

inorganico que corresponde a la fraccidén de cenizas.

7.2.4 Cuantificacion de la actividad del agua

La actividad del agua se determind bajo condiciones isotérmicas mediante un Thermoconstanter
Novasina HUMIDAT-TH1 equipado con sensor de temperatura y humedad. El principio es el
siguiente: la actividad del agua se determina a partir de la humedad relativa del aire que rodea la
muestra cuando el aire y la muestra estan en equilibrio. La muestra se coloca en un espacio cerrado
donde este equilibrio puede tener lugar. Una vez que esto ocurre, la actividad de agua de la muestra

y la humedad relativa del aire se igualan.

7.2.5 Diseiio de experimentos Plackett-Burman

Se realizé un disefio Plackett-Burman con 7 variables (seis nutricionales y un tensoactivo) con el
propdsito de exponer a los microorganismos asociados al grano de café a diferentes factores

qguimicos y determinar su efecto en la degradacion de Phe en agua destilada.

El disefio experimental Plackett-Burman es una variante de los disefios factoriales fraccionados de
dos niveles (nivel alto y bajo) (Montgomery, 2007) que permite una rapida evaluacién de los efectos
de varios componentes del medio de cultivo y proporciona indicaciones de cdmo cada componente
puede afectar la degradacién del contaminante. En la Tabla 9 se presentan la matriz del disefio con

los valores codificados de las variables.

46



Tabla 9. Matriz del disefo Plackett-Burman con los valores codificados de las variables.

Factores

Trat. 1

T1 +
T2 -
T3 - -
T4 + - -
T5 - + - -
T6
T7
T8 - - - - - - -

+ +| N
+ + +|w
1
1
1

A cada unidad experimental se anadié el equivalente al 1% de la biomasa en peso seco de grano de
café (0.42 a 0.86 mm de tamanio de particula) previamente colonizado, 40 mL de medio de cultivoy
180 mg/L de Phe. Se tomd como base la concentracion de carbono presente en 200 mg/L de Phey
se utilizaron las relaciones C:N:P de 100:20:2 y 100:5:1. Se empled nitrato de sodio (NaNOs) y
peptona como fuente inorganica y organica de nitrégeno, respectivamente y, fosfato de potasio
monobasico (KH,PO4) como fuente inorganica de fosforo. Los otros nutrientes adicionados fueron:
magnesio (MgS04-7H;0), calcio (CaCOs) y hierro (FeSO4-7H,0). Para hacer disponible el Phe a los
microorganismos se empled el tensoactivo no idnico Tween 80 al 0.5 y 1.5% (v/v). Para el calculo

del error experimental se definieron 4 puntos centrales (PC).

Los cultivos se incubaron durante 4 y 9 dias a 28°C y 120 rpm. Para conocer la remocién abidtica
debido a los procesos de foto-oxidacidn del Phe, se establecieron tres cultivos con agua destilada y

180 mg/L de Phe.

7.2.6 Cuantificacion de azucares totales con reactivo de antrona

El contenido de carbohidratos es cuantificado por hidrélisis de los polisacaridos en azlcares mas
simples empleando acido sulfurico (Dreywood, 1946; Brooks et al., 1986). La concentracion de
azucares se calculé directamente a partir de una curva de calibracidn con concentraciones entre 25
a 125 pg/mL empleando una solucidén patrén de 125 pg/mL. La absorbencia se leyé en un

espectrofotdmetro UV-VIS Perkin ElImer, Lambda 3A.
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7.2.7 Determinacion de amonio por el método de azul de indofenol

Se determind de acuerdo a Garay-Tinoco y colaboradores (2003). El contenido de amonio se calculd
directamente a partir de una curva de calibracién. En la presente investigacion se emplearon dos
curvas, la primera con valores comprendidos entre 0.075 y 0.6 mg-N/L y la segunda entre 0.6 y 1.0

mg-N/L. La absorbancia se ley6 en un espectrofotémetro UV-VIS Perkin Elmer, Lambda 3A.

7.2.8 Determinacion de nitrato por el método de sulfato de brucina

Se determind segun lo establecido por la norma mexicana: NMX-AA-079-SCFI-2001. El contenido de
nitrato se calculé directamente a partir de una curva de calibracion con valores comprendidos entre

0.2y 1.0 pug:N. La absorbencia se leyd en un espectrofotémetro UV-VIS Perkin Elmer, Lambda 3A.

7.2.9 Determinacion de fosforo reactivo por el método del acido ascorbico
Se determiné de acuerdo al método reportado por Garay-Tinoco y colaboradores (2003).

La concentracion de iones fosfato se calculd a partir de una curva de calibracién de 1 a 10 pmol/L.

La absorbencia se midié en un espectrofotdmetro UV-1800 Shimadzu.

7.2.10 Cuantificacion de fenantreno

7.2.10.1 Extraccion de fenantreno residual en medio liquido

La extraccion de Phe se realizéd en medio liquido libre de células, por lo que las muestras se filtraron
al vacio en un matraz Kitasato con embudo de porcelana y papel filtro de poro medio. Para la

extraccion liquido-liquido se utilizaron embudos de separacién (US EPA Method 3510-C).

7.2.10.2 Extraccion de fenantreno residual adsorbido a biomasa y al grano de
café

Después de filtrar las muestras al vacio, la biomasa y las particulas de grano de café se colocaron en
tubos de ensaye de 7.5 a 10 mL con tapa de rosca. El Phe residual de estas matrices se extrajo

mediante sonicacion (Guerin, 1998).
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7.2.10.3 Cuantificacion de fenantreno

La cuantificacidn de Phe se llevé a cabo empleando un equipo de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) con detector UV. Como fase movil se empled una solucién 75:25 de
acetonitrilio:agua con un flujo de 1 mL/min y como fase estacionaria una columna Vydac de
intercambio idnico C18. En el detector se establecié en 254 nm como la longitud de onda para la
deteccién de HPAs. Se inyectaron 20 uL de muestra. Los analisis se realizaron por triplicado. La
concentracién de Phe presente en las muestras se calculd a partir de una curva de calibracion del

contaminante (US EPA Method 8310).

7.2.11 Fijacion de las fibras de lufa para su observacion por microscopia
electrdnica de barrido

Después del proceso de inmovilizacion, las fibras de lufa se colocaron en una solucién de
paraformaldehido al 2% por 24 h en refrigeracidn. Se retird la solucién fijadora y se realizaron
lavados de 10 min cada uno con regulador de fosfato 0.1 M (pH=7.2) y con agua destilada. Las
muestras se deshidrataron con lavados de soluciones de acetona de concentracidn creciente (50,
70,90 y 100% v/v) y se mantuvieron en desecador por 24 h (Alves et al., 2013). Posteriormente, las
muestras se recubrieron con 20 nm de oro y se observaron en un microscopio electrénico de barrido

AURIGA 3916 — FESEM.

7.2.12 Espectroscopia en el infrarrojo cercano de la fibra de lufa

Las fibras de lufa se molieron con un molino de mano y se tamizaron con un tamiz nimero 180 con
una abertura de malla de 0.091 mm. Los analisis de reflectancia se realizaron en un FTIR Varian

modelo 640 cubriendo un rango espectral de 700 a 400 nm en intervalos de 2 nm.

7.2.13 Cuantificacion de proteina total extracelular

Se realizé por el método de Bradford (1976). La curva se realizd tanto en agua destilada como en
agua de mar proveniente de Santa Cruz, Oaxaca. La absorbancia se leyé en un espectrofotémetro
UV-VIS Perkin Elmer, Lambda 3A. El blanco se preparé con 1000 pL de agua (destilada o de mar) en
lugar de muestra, mientras que la curva patrdn se elabord con los siguientes estandares: 5, 10, 20y

40 pg/mL de albumina.
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7.2.14 Glucosa oxidasa (GO)

La glucosa oxidasa (GO) de los ascomicetos es una flavoproteina homodimérica extracelular que
contiene como cofactor al flavin adenin dinucleétido (FAD) unido muy fuertemente a cada
mondmero. La enzima cataliza la reaccidon en donde la glucosa es oxidada a D-glucono-6-lactona y
perdxido de hidrégeno usando el oxigeno molecular como aceptor de electrones (Bankar et al.,

2009) (Ecuacién 2).

El método empleado es una adaptacién del ensayo bioquimico para la cuantificacién de la GO de
Sigma-Aldrich, pero en lugar de utilizar la o-Dianisidina como sustrato cromogénico se emplea 2,2’-
Azino-di-[etilbenzotiazolina-sulfonato] (ABTS), el cual forma un producto oxidado verde-azul que es

medido espectrofotométricamente a 420 nm.

La glucosa es oxidada a D-glucono-6-lactona y perdxido de hidrégeno por la GO (Ecuacidn 2). El
perdxido de hidrégeno es posteriormente utilizado para oxidar a un sustrato cromogénico (ABTS)
en una segunda reaccién con la Peroxidasa de rdbano (POD) lo que resulta en un cambio de color
(Ecuacion 3). La intensidad del color, medida a 420 nm, es proporcional a la concentracion de

perdxido de hidréogeno.

Gluo
D- Glucosa + H,0 + 0, = D — glucono — § — lactona + H,0,

Ecuacion 2. Reaccion catalizada por la enzima glucosa oxidasa.

POD
HZOZ + 2ABTSRed—Amarillo - 2ABTSO)C—Verde*Azul + 2H20

Ecuacion 3. Reaccion del sistema acoplado Peroxidasa /ABTS para la cuantificacion de la enzima glucosa oxidasa.

La concentracion de la GO en las muestras se calculd a partir de una curva de calibracién con valores
comprendidos entre 0.001 y 0.04 U/mL de GO. Una unidad de la enzima se define como la cantidad
de enzima requerida para producir 1 pmol de peréxido de hidrégeno por minuto bajo las
condiciones estandares del ensayo. La curva se realizd tanto en agua destilada como en agua de mar
proveniente de Santa Cruz, Oaxaca. La absorbancia se leyé en un espectrofotémetro UV-VIS Perkin

Elmer, Lambda 3A.
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7.2.15 Galactosa oxidasa (GAO)

La galactosa oxidasa (GAO) es una enzima que ha sido aislada de cultivos fungicos de diversas
especies pertenecientes al género Fusarium (Amara et al., 1963; Tressel y Kosman, 1982; Lino et al.,
2006; Alberton et al., 2007). Es un mondémero compuesto de tres dominios con un atomo de Cu(ll)
cercano a la superficie del segundo dominio (Baron et al., 1994). La enzima cataliza la oxidacidn
estereoespecifica de D-isémeros de un amplio rango de sustratos entre los que se incluyen la D-
galactosa, polisacdridos con D-galactosa y alcoholes primarios, conduciendo a la produccién del

aldehido correspondiente y de perdxido de hidrégeno (Ecuacién 4).

GAO
RCH,0H + 0, — RCHO + H,0,

Ecuacion 4. Reaccidn catalizada por la enzima galactosa oxidasa.

Presenta ademds una amplia especifidad para los oxidantes, dentro de los cuales destacan agentes
redox de un electrén como: Mn?*, EDTA y KsFe(CN)e, los cuales pueden actuar como aceptores de
electrones en ausencia de oxigeno molecular. Estudios demuestran que ademds de catalizar la
oxidacién de alcoholes, la enzima adicionalmente convierte los aldehidos a los carboxilatos

correspondientes (Whittaker y Whittaker, 1988).

Fundamento:

El método mas usual para cuantificar la actividad de la Galactosa Oxidasa (GAQO) es medir la
velocidad de reaccién en un sistema acoplado Peroxidasa/ABTS en donde la D-galactosa es oxidada
a D-galacto-hexodialdosa y peréxido de hidrégeno (Ecuacién 5). El peréxido de hidrogeno es
posteriormente utilizado para oxidar a un sustrato cromogénico en una segunda reaccién acoplada
con la Peroxidasa de rabano (POD) (Ecuacién 6). Se mide el incremento en la absorbancia a 420 nm

resultado de la oxidacién del sustrato cromogénico (ABTS).

GAO
D- Galactosa + 0, — D- Galacto — hexodialdosa + H,0,

Ecuacion 5. Reaccion catalizada por la enzima galactosa oxidasa sobre la D-galactosa.

POD
HZOZ + 2ABTSRed—Amarillo - 2ABTSOX—Verde*Azul + 2H20

Ecuacion 6. Reaccion del sistema acoplado Peroxidasa /ABTS para la cuantificacion de la enzima galactosa oxidasa.
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La concentracién de la GAO en las muestras se calculd a partir de una curva de calibracién con
valores comprendidos entre 0.00 y 0.06 U/mL de GAO. Una unidad de la enzima se define como la
cantidad de enzima requerida para producir 1 umol de perdxido de hidrégeno por minuto bajo las
condiciones estandares del ensayo. La curva se realizé tanto en agua destilada como en agua de
mar, pero en esta ultima la actividad enzimatica se inhibié completamente. La absorbancia se leyd

en un espectrofotdmetro UV-VIS Perkin EImer, Lambda 3A.

7.3 Técnicas microbioldgicas

7.3.1 Enriquecimiento secuencial

El protocolo empleado para aislar a los microorganismos asociados al grano de café con potencial
para degradar hidrocarburos se dividio en cuatro etapas: colonizacion del grano de café,

enriguecimiento secuencial, aislamiento de colonias y cuenta microbiana.

I Etapa: Colonizacion del grano de café

Se pesaron 4 g de café molido y se colocaron en una charola. Se adicioné el volumen de agua
necesario para la Capacidad de Retencién de Agua (CRA) deseada y se registro el peso de cada
charola. En este trabajo se empled una capacidad de campo del 20% tanto para el grano de café
verde como para el café tostado percolado. Posteriormente, las charolas se colocaron dentro de
una bolsa de plastico abierta. Cada dia durante un periodo de cinco dias, se pesaron las charolas con

los granos de café y se adicion6 el agua perdida debido a los procesos de evapotranspiracién.

Il Etapa: Enriquecimiento Secuencial

Se inocularon 40 mL de medio de cultivo con 1 g de café molido previamente colonizado en matraces
Erlenmeyer de 125 mL de capacidad. El inéculo inicial se crecié en medio liquido Wunder modificado
(Wunder et al. 1994) con 0.1% (w/v) de glucosa (1 g/L) y diesel al 1.0% (v/v). Los cultivos se incubaron
por 5 diasa 28 °Cy 120 rpm.

Posteriormente se transfirié una alicuota de 4 mL a 36 mL de medio de cultivo fresco (FD 1:10) y se
incubd bajo las mismas condiciones. A partir de este momento a los medios de cultivo empleados
para realizar los ciclos de enriquecimiento no se les adiciond glucosa. Se realizaron seis ciclos mas

de enriquecimiento para un total de siete (Figura 6).
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1.0% Diesel 1.0% Diesel 1.0% Diesel 1.0% Diesel 1.0% Diesel 1.0% Diesel 1.0% Diesel
A40mL medio 36 mL medio 36 mL medio 36 mL medio 36 mL medio 36 mL medio 36 mlL medio

0.1% Glucosa
4mlindculo 4mLindeulo 4 mLindculo 4mLinéculo 4mLindeulo 4 mLindculo

Sdias Sdias 5 dias Sdias Sdias

Il Transferencia i Transferencia IV Transferencia VI Transferencia

Figura 6. Sistema de enriquecimiento secuencial para el aislamiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos a partir de
granos de café previamente colonizado.

lgdecafé

Il Etapa: Aislamiento de colonias

1. Al concluir el séptimo ciclo de enriquecimiento se realizaron diluciones seriadas. Se tomé 1
mL del cultivo resultante y se adiciond 9 mL de solucidn salina estéril al 0.90% hasta obtener

diluciones 1x10°®.

2. Para el aislamiento de colonias de levaduras y hongos, se tomaron alicuotas de 1 mL de las
primeras tres diluciones y se inocularon en cajas Petri con los medios respectivos (Levadura-
Malta-Sacarosa (LMS) para levaduras; Rosa de Bengala (RB) y Verde de Malaquita (VM) para

hongos). Las cajas se incubaron a 28 °C de tres a siete dias.

3. En el caso de las bacterias, se tomaron alicuotas de 1 mL de las ultimas tres diluciones y se
inocularon en cajas Petri conteniendo Agar Nutritivo (AN) y Plate-Count-Agar (PCA). Las

cajas se incubaron de 24 a 48 h a 37 °C (Figura 7).
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Figura 7. Diluciones seriadas para el aislamiento y recuento de microorganismos degradadores de hidrocarburos a partir de un
indculo obtenido a partir de ciclos de enriquecimiento secuencial.

IV Etapa: Cuenta microbiana

La cuenta de microorganismos se realizd a partir de las diluciones seriadas por cuenta en placa de

las unidades formadoras de colonias (UFC), las cuales se calcularon con base en la Ecuacién 7.

UFC
T = Colonias Contadas x Factor Dilucién x Volumen Inbéculo

Ecuacion 7. Ecuacion para calcular las unidades formadoras de colonias.

7.3.2 Identificacion de género y posible especie de los hongos
filamentosos

Para identificar a los hongos filamentosos se observd dentro de la morfologia macroscdpica ciertas
caracteristicas como: topografia, textura y color de la cepa. Posteriormente se realizaron
microcultivos para observar la morfologia microscépica entre los que destacan los siguientes

elementos: hifas, estructuras de sostén, conidios, conidiéforos y fidlides.

Para la identificaciéon del género y posible especie fue necesario utilizar claves taxondmicas,
teniendo en cuenta las cardcteristicas macro y microscopicas de cada cepa. Las cardcteristicas

observadas fueron confrontadas con las descripciones reportadas por Barnett y Barry (1998) sobre
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identificacion de hongos filamentosos. Para la observacion al microscopio el microcultivo se cubrid

con un cubreojeto al que se le adiciond previamente una gota de azul de lactofenol.

7.3.3 Condiciones de cultivo para las pruebas de actividad enzimatica

Para la produccidn del indculo (colonizacidn del café) se emplearon las condiciones de cultivo del I8
(al GVC con un tamafio de particula entre 0.42 a 0.86 mm se adiciond el agua necesaria para una
CRA del GVC del 40%; Seccion 8.2.1.1). A matraces Erlenmeyer de 125 mL de capacidad con 40 mL
de agua (destilada o de mar, segln tratamiento) y 180 mg/L de Phe, se adiciond el equivalente a 1
g de biomasa en base seca de GVC colonizado. Los cultivos se incubaron a 28°Cy 120 rpm durante
tres dias. Como controles se emplearon tratamientos con GVC sin colonizar en agua sin esterilizar y
tratamientos con GVC estéril en agua estéril. Estos ultimos se utilizaron como blancos para

contrarrestar posibles interferencias por color.

7.3.4 Crecimiento en placa en medio sélido Bushnell-Hass

Pseudomonas putida, Klebsiella variicola, Candida orthopsilosis, Rhodotorula mucilaginosa,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Aspergillus niger se sembraron en placa con medio de
cultivo Bushnell-Hass (Bushnell y Haas, 1941) suplementado con 1% (v/v) de diesel estéril
(esterilizado por filtracion con filtro de membrana de nylon de 0.22 um y fibra de vidrio) como Unica
fuente de carbono (BH-D). Como controles, se emplearon cajas Petri con medio de cultivo Bushnell-

Hass con glucosa (BH-G) al 1% (w/v).

7.3.5 Cinéticas de crecimiento de cultivos axénicos y co-cultivos en cultivo
liguido con hidrocarburos como unica fuente de carbono

I Parte

Las cepas se crecieron en cajas Petri con medio de cultivo Bushnell-Haas adicionado con 100 pL de
diesel como fuente de carbono. La levadura C. orthopsilosis se incubd por 5 dias, mientras que los

hongos por 8 dias, ambos a 28°C.

Los preindculos se crecieron como cultivos axénicos en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 40 mL
de medio Wunder modificado sin glucosa (Wunder et al., 1994) y diesel estéril al 1% (v/v) como
Unica fuente de carbono. En el caso de C. orthopsilosis se adicioné 1 mL de células suspendidas en

solucion salina (0.85% w/v) con una densidad déptica de una unidad a 600 nm; mientras que los
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preindculos de los hongos filamentosos F. oxysporum y F. solani se adiciond 1 disco de agar de 7.9

mm de diametro. Los cultivos se incubaron durante tres dias a 28°Cy 120 rpm.

Las cinéticas de crecimiento se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 40 mL de medio
de cultivo y 50 mg/L de Phe como Unica fuente de carbono. Los cultivos axénicos se inocularon con
un 5% (v/v) del respectivo preindculo, mientras que los co-cultivos con un 2.5% (v/v) de cada
preindculo. Los cultivos se incubaron durante seis dias a 28°C y 120 rpm. La cuantificacion de

biomasa se realizé por peso seco a 60°C por 48 h.

Il Parte

Las condicones de cultivo fueron las mismas que las descritas en la primera parte, la diferencia
radica en que se utilizé 50 mg/L de Phe en lugar de diesel como fuente de carbono para realizar las
cinéticas de crecimiento. Ademas los cultivos inoculados con F. solani se incubaron por 216 h,
mientras que los inoculados con C. orthopsilosis por 72 h, ambos a 28+2°C. La cuantificacién de la

biomasa se realizé por peso seco a 60°C por 48 h.

7.3.6 Cinéticas de degradacion de fenantreno en cultivo liquido con
células libres

Para evaluar la degradacion de Phe con células libres se emplearon los siguientes cultivos: el cultivo
mixto del GVC, cultivos axénicos de C. orthopsilosis y de F. solani y el co-cultivo compuesto por C.

orthopsilosis y F. solani.

La preparacion del cultivo mixto del GVC se efectud siguiendo las codiciones de cultivo para las
pruebas de actividad enzimatica (Seccion 7.3.3), mientras que para los cultivos axénicos y el co-
cultivo se siguieron las condiciones de cultivo de la Seccion 7.3.5. La concentracidn de Phe fue de 50
mg/L. Los cultivos se incubaron durante seis dias a 28°Cy 120 rpm. En todos los casos se trabajé con

al menos dos tipos de controles:

e (1. utilizado para evaluar las pérdidas del contaminante debido a procesos fisico-quimicos

con medio de cultivo y 50 mg/L de Phe.

e (C2: utilizado para evaluar la remocion abidtica con medio de cultivo, 50 mg/L de Phe y

biomasa estéril.
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7.3.7 Proceso de inmovilizacion en fibras de Luffa cylindrica

Se emplearon dos variedades de fibras de estropajo (Luffa cylindrica Roem) disponibles en el
mercado para inmovilizar a los microorganismos del GVC (Figura 8). La fibra vegetal L. cylindrica 1
es pequeiia, posee tres cavidades placentarias y el espesor promedio de las paredes es de 4.80
0.18 mm. La fibra L. cylindrica 2 es mds larga y compacta, con menor tamano de poro, posee 4

cavidades placentarias y el espesor promedio de las paredes es de 7.36 £0.51 mm.

Figura 8. Corte transversal de dos variedades del
fruto de la fibra de estropajo Luffa cylindrica.
A laizquierda Luffa cylindrica 1, a la derecha Luffa
cylindrica 2.

En términos generales el proceso de inmovilizacion es el siguiente: después de adicionar medio de
cultivo a las UE e inocularlas se adiciona la fibra de lufa previamente lavada, secada y llevada a peso

constante. Los cultivos se incuban a 28°Cy 125 rpm.

7.3.8 Cinéticas de degradacion de fenantreno en cultivo liquido con
células inmovilizadas en fibras de lufa

Al igual que en las cinéticas de degradacion con células libres se empled el cultivo mixto del GVC,
cultivos axénicos y el co-cultivo compuesto por C. orthopsilosis y F. solani. Las condiciones de cultivo
para la obtencidn del indculo del cutivo mixto del GVCy de los cultivos axénicos y el co-cultivo fueron

las mismas que las descritas en la seccién 7.3.6.

El proceso de inmovilizacion fue el siguiente: a matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad
nominal se adicionaron 120 mL de medio de cultivo, 1% (v/v) de diesel estéril como Unica fuente de
carbonoy 0.5167 £ 0.0051 g de fibra de estropajo. Los cultivos se incubaron durante tres dias a 28°C

y 120 rpm. Los experimentos de degradacion se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 mL de
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capacidad con 40 mL de medio de cultivo y 50 mg/L de Phe y 0.1722 + 0.0033 g de fibra de estropajo

con los microorganismos inmovilizados. Los cultivos se incubaron durante seis diasa 28°Cy 120 rpm.

7.3.9 Tolerancia a la salinidad de los microorganismos asociados al grano
verde de café

Para evaluar la capacidad de los microorganismos del GVC en agua de mar, éstos se crecieron tanto
en agua destilada como de mar, esta ultima proveniente de Salina Cruz, Oaxaca [pH 7.4,
conductividad eléctrica > 20 mS/cm y salinidad = 35.31 + 0.1 PSU]. Los microorganismos se
cultivaron en medio Wunder modificado con Gnicamente 1 g/L de glucosa (Wunder et al. 1994). El
indculo se prepard siguiendo las condicones de cultivo de la Seccién 7.3.3. Los cultivos se incubaron

por tres dias a 28°Cy 125 rpm. La biomasa se cuantific6 como incremento en peso seco.

7.4 Analisis estadistico

Se empled la prueba estadistica Least Significant Difference (LSD) para comparar las medias entre
tratamientos debido a que es la prueba mas estricta para realizar comparaciones multiples de datos.
El andlisis estadistico se realizé en SAS v 9.0; mientras que el andlisis de varianza de los modelos
Superficie-Respuesta en Design Expert v 6.0.6. Origin Pro v8.1 se utilizé para ajustar las curvas de

crecimiento a los modelos matematicos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Primera etapa: Identificacion taxondmica

Esta etapa consistid en aislar a los microorganismos asociados al grano de café tolerantes a diesel
mediante etapas sucesivas de enriquecimiento secuencial en cultivo liquido. Se utilizaron dos tipos
de café: grano verde de café (GCV) y café tostado percolado? (CTP). El GVC posee un tamafio de
particula de 0.86 a 2.0 mm y es una mezcla de café proveniente de los estados de Veracruz y de

Oaxaca, mientras que el CTP provino del estado de Veracruz.

Después del enriquecimiento secuencial se procedié al conteo de células viables y al aislamiento de
las colonias mediante la técnica de dilucion en placa. Para ello se utilizaron los siguientes medios y
selectivos: Levadura-Malta-Sacarosa (LMS) para levaduras y mohos; Rosa de Bengala (RB) y Verde
de Malaquita (VM) para hongos y, Agar Nutritivo (AN) y Agar para Cuenta en Placa (PCA) para las

bacterias.

8.1.1 Cuenta microbiana

Los resultados del conteo de células viables se presentan en el Grafico 2. El tratamiento con mayor
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) en medios selectivos para levaduras, mohos y
hongos corresponde al CTP; mientras que el tratamiento con mayor cantidad de UFC en medios
selectivos para bacterias corresponde al CV. Como lo que se busca es un balance entre las
poblaciones de hongos, levaduras, mohos y bacterias, se decide utilizar el GVC en posteriores

experimentos ya que la diferencia entre el grupo de las bacterias y el de los hongos es menor.

2 Café tostado molido gastado; es decir, aquel que ha sido empleado para preparar una bebida de café.
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Grafico 2. Conteo de células viables segun tratamiento en diferentes medios de cultivo.
GVC = Café Verde, CTP = Café Tostado Percolado. 3a. Medios de cultivo selectivos para levaduras,
mohos y hongos: RB = Rosa de Bengala, VM = Verde de Malaquita, LMS = Levadura-Malta-Sacarosa. 3b.
Medios de cultivo para evaluar bacterias: PCA = Agar para Cuenta en Placa, AN = Agar Nutritivo.

Se aislaron 7 microorganismos; 3 hongos filamentosos, 2 levaduras y 2 bacterias. Con ayuda de las
claves taxondmicas (Barnett y Barry, 1998) se logré identificar a uno de los hongos a nivel de especie
como Aspergillus niger, mientras que los dos restantes fueron identificados como pertenecientes al
género Fusarium. Estos Ultimos se enviaron a identificar a nivel de especie al Fungal Biodiversity
Centre localizado en Holanda y fueron identificados como Fusarium solani'y Fusarium oxysporum,

empleando técnicas moleculares (fragmento 18s-1TS1-5.8s-ITS2-28s rRNA)
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Las levaduras y las bacterias fueron identificadas por la Coleccién Mexicana de Cultivos Microbianos
mediante morfologia de la colonia y pruebas bioquimicas (APl 20C AUX y API20 (NE y E),
respectivamente) y moleculares (fragmentos 16s-1TS1-5.8s-26s y 16s rRNA, respectivamente). Las
especies de levaduras corresponden a Candida orthopsilosis (Tavanti et al., 2005) y Rhodotorula
mucilaginosa, mientras que las bacterias a Pseudomonas putida y Klebsiella variicola. Para distinguir
esta Ultima especie de Klebsiella pneumoniae, se realizd adicionalmente la prueba de asimilacién de
adonitol (Rosenblueth et al., 2004). Todos los géneros reportados en este trabajo (Fusarium,
Aspergillus, Candida, Rhodotorula, Pseudomonas y Klebsiella) han sido encontrados asociadas a
plantulas y a las cerezas del café ya sea durante la maduracién, fermentacién o almacenamiento de
los granos (van Pee y Castelein, 1972; Silva et al., 2000; Beux et al., 2003; Posada y Vega, 2006; Silva
et al., 2008; Vilela et al., 2010).

Hongos Filamentosos
Aspergillus niger

Pertenece a la divisién Deuteromycota, clase Hyphomycetes, orden Hyphomycetales y familia

Moniliaceae (Barnett y Barry, 1998).

Caracteristicas macroscopicas

Colonias en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) de crecimiento rapido, el anverso de las colonias
presentd inicialmente una coloracién blanca a ligeramente amarillenta, pero conforme avanzé la
esporulacion aparecio el color negro; mientras que el reverso de la colonia fue de color amarillo

claro. La textura de la colonia es granular, casi polvorienta, con una topografia aplanada (Figura 9a).

Caracteristicas microscopicas

El microorganismo presentd hifas bien desarrolladas y ramificadas y conidiéforos en abundancia.
Con conidiéforos largos y erectos, terminados en vesiculas subesféricas con un gran nimero de
fidlides® en su superficie, por lo que se observan como cabezas conidiales radiadas. Esta presente la
métula® y su tamafio es dos veces el tamafio de las fidlides (Figura 9b). Conidios globosos de color
marrén. Debido a que los conididéforos y los conidios se producen abundantemente, su color negro

o marrén predomina en la pigmentacién de la colonia.

3 Tipo de célula conididgena, en forma de botella, que produce conidios (Herrera y Ulloa, 1990).
4 Ramita del conidiéforo que origina fidlides o células conidiégenas (Herrera y Ulloa, 1990).
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Conidiéforo
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Figura 9. Aspergillus niger. 7a. Anverso de un cultivo de A. niger en medio Papa-Dextrosa-Agar de 7 dias. 7b. Micrografia de A. niger
mostrando las estructuras reproductoras asexuales (100X).
Fuente: Autora.

Género Fusarium

Pertenecen a la clase Ascomycetes, orden Hypocreales, familia Hypocreaceae (Barnett y Barry,
1998). Las especies del género Fusarium producen dos tipos de conidios, denominados
macroconidios y microconidios a partir de fidlides. Los primeros son largos y curvados,
multiseptados, en forma de creciente lunar, con una célula apical mas o menos puntiaguda y en
muchas especies con una célula basal en forma de pie. Los microconidios generalmente son
unicelulares y de forma ovalada o esferoidal, similares en ancho a los macroconidios, con una base
redondeada o truncada. No siempre se producen ambos tipos de espora (Herrera y Ulloa, 1990;

Carrillo, 2003).

Fusarium solani
Caracteristicas macroscopicas

En términos generales el micelio es ralo y aterciopelado como un fieltro con topografia aplanada.
En medio de cultivo PDA la forma de la colonia se desarrolld de forma circular y el anverso de la
colonia presentad zonas concéntricas de distinto color. Inicié con un anillo central rosa palido que

se difumind en blanco; el anillo exterior presenté tonalidades rosaceas. El centro del reverso de la
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colonia fue de color café durazno y se desvanecié hasta adquirir una coloracién ambar en el exterior

(Figura 10).

e -0 |

Figura 10. Anverso de un cultivo de Fusarium solani en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) de 7 dias.
Fuente: Autora.

Caracteristicas microscépicas

F. solani presenta conidiéforos con fidlides que se afilan hacia la punta con collares poco definidos
(Figura 11a). Las fidlides pueden encontrarse solitarias o reunidas. Los macroconidios son
multiseptados encontrandose de 2 a 5 tabiques con forma de media luna y mds anchos en la mitad
superior (Figura 11b). Los microconidios son menos abundantes y ovales, se les encuentra
mezclados con una mayor cantidad de macroconidios. Los microconidios aislados en cabezuelas,

ocasionalmente contienen un tabique (Figura 11c).

Figura 11. Fusarium solani. 9a. Micrografia de F. solani mostrando las estructuras reproductoras asexuales (100X). 9b. Macroconidios de
F. solani con mdultiples septos (100X). 9c. Fialides solitarias largas productoras de microconidios (100X).
Fuente: Autora.
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Fusarium oxysporum
Caracteristicas macroscopicas

La colonia de F. oxysporum se desarrolld de forma circular, inicialmente el micelio mostré una
textura algodonosa y termind como el fieltro. La topografia fue aplanada. El anverso de la colonia
en PDA presentd una coloracion homogénea entre rosa y salmoén pdlido (Figura 12), mientras que

el reverso presentd una coloracion que de rosa palido a purpura claro.
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Figura 12. Anverso de un cultivo de Fusarium oxysporum en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) de 7 dias.
Fuente: Autora.

Caracteristicas microscopicas

Los conidiéforos presentan fidlides, que igual que en F. solani, se afilan hacia la punta en collares
poco definidos. Las fidlides se pueden presentar solitarias o en agrupaciones ramificadas. Los
macroconidios son multiseptados en forma de media luna (Figura 13a); mientras que los
microconidios son menos abundantes y de forma oval, con uno o dos septos. Se distingue de F.

solani por su fidlides productoras de microconidios mas cortas (Figura 13b).

Figura 13. Fusarium oxysporum. 11a. Micromorfologia de una colonia de F. oxysporum mostrando las
estructuras reproductoras asexuales (100X). Figura 11b. Micromorfologia de una colonia de F. oxysporum
destacando las fialides productoras de microconidios (100X).

Fuente: Autora.
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Levaduras
Candida orthopsilosis
Descripcion general

El género Candida pertenece a la clase Blastomycetes, orden Moniliales y familia Cryptocicaceae. Se
encuentra distribuido ampliamente en el ambiente y también coloniza al ser humano y a otros
mamiferos. Es un hongo dimdrfico que se encuentra en forma de levadura cuando esta en el estado
saprofito, en tanto que en el estado parasitario forma filamentos de longitud variable (Carrillo, 2003;

Herrera y Ulloa, 1990).

Morfologia colonial

Colonias de forma convexa con ligera elevacidn, bordes enteros circulares de 5 mm a las 24 h,

superficie suave y lisa de color blanco o crema (Figura 14).

a B

Figura 14. Candida orthopsilosis. 12a. Morfologia colonial de C. orthopsilosis en medio Yeast-Mold (YM) a
las 72 h. 12b. Morfologia celular de C. orthopsilosis (40X).
Fuente: Autora.

Rhodotorula mucilaginosa
Descripcion general

El género Rhodotorula pertenece al filo Basidiomycota, clase Urediniomycetes, orden Sporidiales y
familia Sporidiobolaceae. Es un habitante comun del ambiente, se encuentra en diversas matrices

ambientales como aire, suelo y aguas de océano. Forma parte de la microflora comensal de la piel,
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uias y membranas mucosas de los seres humanos y puede colonizar plantas y otros mamiferos. Son
células mucoides, encapsuladas y fermentan azucar. Se distingue por la produccidn de pigmentos
carotenoides, los cuales confieren a las colonias una coloracidn rosa o rojiza que bloquea ciertas
longitudes de onda (620-750 nm) para evitar dafo celular. Rhodotorula mucilaginosa puede
encontrarse en reservorios de agua dulce o salada, permanentes o estacionales, asi como en rios o
arroyos. Tambien es la especia mds frecuentemente asociada a infecciones humanas (Carrillo, 2003;

Herrera y Ulloa, 1990).

Morfologia colonial

Colonias de color rojo coral, lisas, mucosas y brillantes, de forma convexa con ligera elevacion,

bordes enteros cirulares de 5 mm a las 24 h (Figura 15).

a B

Figura 15. Rhodotorula mucilaginosa. 13a. Morfologia colonial de R. mucilaginosa en medio Levadura-
Peptona-Glucosa (YPG) a las 48 h (40X). 13b. Morfologia celular de R. mucilaginosa (40X).
Fuente: Autora.

Bacterias
Klebsiella variicola
Descripcién general

Klebsiella es un género de bacterias gram-negativas inméviles, anaerobios o anaerobios facultativos.
Pertence a la clase Gamma proteobacteria, orden Enterobacteriales y familia Enterobacteriaceae,

por lo que es un frecuente patdgeno humano. La capa mas externa estd formada por una gran
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capsula de polisacéridos, que diferencia a estos microorganismos de otros géneros de esta familia

(Madigan et al., 2004).

Klebsiella variicola tiene la capacidad de fijar nitrdgeno por lo que suele utilizarse como control

positivo para evaluar bioquimicamente la actividad enzimatica de la nitrogenasa en aislados.

Morfologia colonial y celular

Colonias de forma circular de 2-3 mm, bordes enteros a las 24 h, superficie plana y lisa de color
pardo, pigmentaciéon no difusible y consistencia mucosa (Figura 16a). Células de forma bacilar

cortos, no moviles, sin la presencia de esporas (Figura 16b).

Figura 16. Klebsiella variicola. 14a. Morfologia colonial de K. variicola en Agar Nutritivo (AN) a las 48 h
(100X). 14b. Morfologia celular de K. variicola (100X).
Fuente: Autora.

Pseudomonas putida

Descripcion general

El género Pseudomonas es una bacteria Gram-negativa con motilidad positiva gracias a su flagelo
que no forma esporas. Es un bacilo curvo o recto, se puede encontrar aislado o en parejas o
formando cadenas cortas. Es catalasa positivo por lo que puede catalizar la descomposicién del
peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua. Algunas especies sintetizan una capsula de
exopolisacdridos que facilita la adhesion celular y la formaciéon de biopeliculas. Es una de las

principales bacterias oportunistas causantes de infecciones intrahospitalarias. Pertenece a la clase
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Gamma proteobacteria, orden Pseudomonadales y familia Pseudomonadaceae (Madigan et al.,

2004).

Pseudomonas putida se encuentra en la mayoria de los habitats de suelo y agua donde hay oxigeno.
Es una de las especies de mayor interés industrial entre las bacterias del género Pseudomonas
porque ademas de su potencial para degradar compuestos aromaticos y xenobidticos, presenta la
capacidad de colonizar el sistema radicular de las plantas, formar biopeliculas y ser manejable desde

el punto de vista genético.

Morfologia colonial y celular

Colonias de forma circular de 2-3 mm, bordes irregulares a las 24 h, superficie plana y de color
crema, pigmentacién no difusible y consistencia mucosa (Figura 17a). Células de forma bacilar solas,

moviles, sin la presencia de esporas (Figura 17b).

a b

Figura 17. Pseudomonas putida. 15a. Morfologia colonial de P. putida en Agar Nutritivo (AN) de 48 h. 15b.
Morfologia celular de P. putida (100X).
Fuente: Autora.

8.2 Segunda etapa: Principales factores que favorecen la
degradacion de hidrocarburos
8.2.1 Produccion del indculo del grano verde de café

El primer paso de esta etapa consistid en producir el indculo necesario para los experimentos de
degradacion de hidrocarburos empleando el grano verde de café (GVC). Para ello se molieron 1.9 kg

de grano verde de café en una licuadora Waring, obteniéndose cinco tamafios de particula. Las
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fracciones obtenidas se caracterizaron en cuanto al contenido de humedad, contenido de cenizasy
actividad del agua. Posteriormente se realizé un disefio factorial 32 para determinar las condiciones

gue favorecen una mayor actividad metabdlica.

8.2.1.1 Caracterizacion del grano verde de café

Enla Tabla 10 se presenta la distribucién del grano de café segun tamafio de particula asi como otras
caracteristicas. Como se puede observar, el 70% de las diferentes fracciones de GVC presentan un

didmetro entre 0.86y 2.0 mm.

Tabla 10. Caracteristicas del grano de café seglin tamafio de particula.

Contenido de

Tamaiode . .. _, Humedad Contenido .
, Distribucion Humedad . e . Cenizas
Particula o o Desviacion de Cenizas e ..
(TP) (mm) del TP (%) (%) Estandar (%) Desviacion
Estandar
<0.42 13.12 7.01 +0.12 0.0461 +0.0029
0.42-0.86 15.59 5.37 +0.39 0.0418 +0.0033
0.86-2.0 69.69 2.99 +0.39 0.0384 +0.0014
>2.0 1.59

Para cada tamafio de particula se cuantificé la humedad y el contenido de cenizas. En términos
generales a menor tamafio de particula, mayor humedad (Tabla 10). Lo anterior podria deberse a
que el grano de café de menor tamano de particula sea mas poroso y absorba mayor humedad del
aire. O bien, a que durante el proceso de trituracion del grano, se presente un proceso diferencial
de molido del endospermo, de manera que a cada tamafio de particula le corresponda diferente
relacion de Endospermo-Externo-Duro:Endospermo-Interno-Suave y cada tipo de endospermo
absorba o desorba humedad del aire de manera diferencial. La comparacion de medias mediante la
prueba Least Significant Difference (LSD) indica que no hay diferencias estadisticas significativas (1-
a=0.95) en cuanto al contenido de humedad entre los dos tamafios de particula mas grandes, que

son las mas duras al tacto.

En relacién al contenido de cenizas, la comparacion de medias indica que no existen diferencias
estadisticas significativas (1-a=0.95) entre dos o tres tamafios de particula contiguos. Las mayores
diferencias se presentan entre las particulas mas pequefias y las mas grandes (Tabla 10). La medicidn

del contenido de cenizas es util en el analisis de alimentos, ya que se pueden determinar diversos
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minerales contenidos en la muestra. Los minerales forman parte de la composicién quimica de
lipidos y proteinas, lo que indica que las diferencias en el contenido de minerales segln tamano de

particula no son muy grandes.

8.2.1.1 Produccion del inoculo a partir de respirometria, con el uso de un diseio
factorial 32

De experimentos preliminares y de los realizados por Ramirez-Castillo (2009) se determind que el
tamafio de particula (TP) del grano de café y la humedad tienen un efecto significativo en la actividad
microbiana, por lo que se decidié juntar las fracciones con tamanos de particula entre 0.42 2 0.59 y
0.59 a 0.86 mm en una fraccidn debido a los bajos porcentajes de distribucion de éstas y trabajar

con tres niveles.

Los resultados de ay del grano verde de café para los tres tamafios de particula son menores a 0.30
(Tabla 11). En general, el limite inferior de ay para el crecimiento microbiano es 0.91 para la mayoria
de las bacterias, 0.88 para la mayoria de las levaduras y 0.80 para la mayoria de los hongos. Algunas
bacterias haldfilas y levaduras osmoéfilas pueden crecer con valores de a, de 0.75 y 0.60,
respectivamente. Por debajo de 0.60 no hay crecimiento microbiano. Los microorganismos
colonizadores del café podrian encontrarse en los granos antes de ser cosechados y persistir durante
los procesos de descascarillado hasta el almacenamiento. Como la actividad del agua es tan baja, no
proliferan hasta que se aflade agua. La persistencia de los microorganismos bajo estas condiciones
podria deberse a la presencia de estructuras de resistencia que les permite sobrevivir a condiciones

adversas y permanecer en condiciones de latencia (Herrera y Ulloa, 1990).

Tabla 11. Actividad del agua (aw) del grano verde de café, segun tamaio de particula (TP).
TP (mm) aw
<0.42 0.269 + 0.005

0.42-0.86 0.274 £ 0.006
0.86-2.0 0.281 £ 0.008

Para producir el indculo se planteé un disefio factorial simple 32 con dos factores a tres niveles. El
objetivo de este experimento consistio en determinar las condiciones ambientales que permitan la
mayor actividad microbiana por la determinacién de diéxido de carbono, pardmetro asociado al
crecimiento de los microorganismos. Como factores se definieron el TP del grano verde de café y el

porcentaje de humedad (expresado en términos de la CRA) y como variables de respuesta la
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produccién de CO; (%CO,/g café) y el cociente respiratorio. En este disefio, cada factor se estudia a
tres niveles y los experimentos contemplan todas las combinaciones de cada nivel de un factor con
todos los niveles de los otros factores. La siguiente tabla (Tabla 12) muestra los factores y el dominio
experimental para cada uno. Todos los experimentos se realizaron por triplicado para un total de 27

unidades experimentales (UE).

Tabla 12. Factores y dominio experimental para la produccién del inéculo.
Inéculo Humedad (%CC) TP* (mm)

11 20 <0.42
12 20 0.42-0.86
13 20 0.86-2.0
14 30 <0.42
15 30 0.42-0.86
16 30 0.86-2.0
17 40 <0.42
18 40 0.42-0.86
19 40 0.86-2.0

TP = Tamafio de particula.

Para los indculos con un TP menor a 0.42 mm, la mayor produccidon de diéxido de carbono se
presenta entre los dias 2 y 3; a partir del cuarto dia, ya no se observaron cambios (Grafico 3). A las
24 h de incubacidn la actividad respiratoria fue mayor en los indculos con un nivel intermedio (14,
13.23% $0.592 CO,/g GVC) y alto (17, 14.82% +0.539 CO,/g GVC) de humedad, con
aproximadamente un 10% mas de CO»/g GVC con respecto al indculo con nivel bajo de humedad
(11). La prueba LSD muestra que en el primer dia existen diferencias estadisticas significativas entre
los tres indculos (a=0.05). En el segundo y tercer dia de incubacidn, la actividad microbiana fluctué
en los indculos con nivel bajo y alto de humedad (11 y 17); mientras que el indculo 4, con nivel
intermedio de humedad (30% de CRA), presenta mayor estabilidad a lo largo de todo el periodo de

incubacién y mejor reproducibilidad.
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Grafico 3.

Produccion de didxido de carbono, segun contenido de humedad, para inéculos con un nivel bajo de
tamario de particula (< 0.42 mm).

El efecto del contenido de humedad en los indculos con nivel de TP intermedio (0.42 a 0.86 mm) y

alto (0.86 a 2.0 mm) es mas notable (Grafico 4). En ambos casos, a mayor contenido de humedad,

mayor produccion de didxido de carbono y mayor actividad microbiana. En los indculos con un nivel

de particula intermedio la mayor produccion de didxido de carbono (22.41% +1.12 CO,/g GVC) se

obtiene durante el primer dia de incubacion con el indculo con nivel alto de humedad (I8); mientras

que los indculos 2 y 5 (20 y 30% de la CRA, respectivamente) alcanzan la maxima actividad

respiratoria en el segundo dia. La comparacion de medias indica que hay diferencias estadisticas

significativas (a=0.05) entre los tres indculos en el primer dia de incubacidn. La diferencia porcentual

en la produccidn de didxido de carbono entre I8 e I5 es de 9.43% y entre I8 e 12 de 20.44%.
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Grafico 4. Produccion de diéxido de carbono, seguin contenido de humedad, para indculos con un nivel intermedio

de tamafio de particula (0.42 - 0.86 mm).
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Los indculos con un nivel alto de TP (0.86 - 2.0 mm) alcanzan la mayor produccién de didxido de
carbono entre el segundo y cuarto dia de incubacién, con un desfasamiento de aproximadamente
24 h (Gréfico 5). La mayor actividad microbiana para el indculo con nivel alto de humedad (19) se
presenta en el segundo y tercer dia (20.67% +0.171y 21.12% +0.021 CO,/g GVC, respectivamente);
mientras que para el inéculo con nivel intermedio de humedad (16) se presenta en el dia 3 (20.42%
+1.569 CO,/g GVC). El indculo con nivel bajo de humedad (13) alcanza la mayor produccién de
didxido de carbono en el cuarto dia de incubacién (14.92% +3.071 CO,/g GVC). En el primer dia de
incubacioén, 19 presenta diferencias estadisticas significativas con respecto a I3 e I16; mientras que en

el segundo dia, estos tres indculos difieren significativamente entre si (@=0.05).
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Grafico 5. Produccion de diéxido de carbono, seglin contenido de humedad, para indculos con nivel alto de tamafio
de particula (0.86 y 2.0 mm).

En términos operativos, son mas recomendables los indculos que promueven una mayor actividad
microbiana a menor tiempo de incubacidn debido a que se incurre en menores gastos de operacion.
Elindculo con mayor actividad microbiana a las 24 h se obtuvo con el indculo 18 (22.41% +1.12 CO,/g
GVC), seguido de 17 (14.82% +0.539 CO,/g GVC), ambos con un contenido de humedad del 40% y un
TP de intermedio y bajo, respectivamente. Existen diferencias estadisticas significativas entre estos
dos indculos (0=0.05). A las 48 h, el indculo 15 presenta la mayor produccion de diéxido de carbono
(21.33% +0.928 CO2/g GVC), seguido del indculo 19 e 18 (20.67% +0.171 y 19.90% +1.666 CO,/g GVC,
respectivamente), con diferencias significativas entre el inéculo I5 y el 18 (a=0.05). El primero posee
un nivel intermedio de humedad y de TP, mientras que el segundo un nivel alto de humedad y de

TP.
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En el Grafico 6, se muestra el efecto de la interaccién de los factores TP y contenido de humedad.
La mayor produccién de didxido de carbono en el tiempo cero se presenta a niveles altos de
humedad y niveles bajos de TP (Gréfico 6a); mientras que entre las 24 y 48 h de incubacidn, se

obtiene a niveles bajos e intermedios de TP y niveles altos de humedad (Gréfico 6b y Grafico 6c¢).

L] o= L] /15:
ooo /ﬁ ooo /{m
B: TP k_/ﬁs’ A CRA B: TP k\_/ﬁs’ A CRA

-1m 1o m 1m0 -1m -1o0

Gréfico 6. Efecto de la interaccion entre los factores tamafio de particula (TP) y contenido de humead (CRA) en la produccién de
diéxido de carbono a tiempo inicial (10a), 24 h (10b) y 48 h (10c) de incubacion.

El andlisis de varianza y los graficos de Superficie-Respuesta mostraron que los factores con mayor
efecto en la actividad microbiana a las 0 h de incubaciéon fueron el TP, contenido de humedad y la
interaccion entre los dos factores (p<0.0001, p=0.0002 y p=0.0236, respectivamente). A las 24 h, los
factores mas significativos son el TP, su término cuadratico y el contenido de humedad (p<0.0001,
p=0.0001 y p<0.0001, respectivamente), no siendo significativo la interaccidn entre los dos factores.
A las 48 h de incubacion, tanto el TP como el contenido de humedad, la interaccidon entre estas dos
variables y el término cuadratico del TP mostraron un efecto significativo (p<0.0001 en todos los
casos) en la generacion de diéxido de carbono. A partir del tercer dia de incubacién, el término de

Fisher (F) de los respectivos modelos, indica que ningun factor es significativo.

Muchos de los microorganismos asociados al grano del café colonizan las cerezas® antes de ser
cosechadas y persisten hasta el almacenamiento del mismo. Como la actividad del agua del GVC
empleado es tan baja (0.275 +0.006), no proliferan hasta que se incrementa el contenido de
humedad de los granos mediante la adicién de agua (Sautour et al., 2002; Fontana, 2008). La CRA
del GVC con nivel bajo e intermedio de TP (3.120 +0.08 y 3.201 +0.1 mL/g GVC, respectivamente) es

muy superior a la del café con nivel alto (1.742 +0.03 mL/g GVC). Lo anterior explica la mayor

5> Término empleado para hacer referencia a los frutos del café que en la madurez adquieren un color rojo a
amarillo. Cada cereza tiene una piel exterior (exocarpio) que envuelve una pulpa dulce (mesocarpio). Debajo
de la pulpa se encuentran las semillas de las cerezas, es decir los granos de café. Cada cereza contiene en
general dos granos de café.
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actividad microbiana de los tratamientos con nivel bajo e intermedio de TP y con nivel alto de

humedad en los primeros dias de incubacién.

Silva y colaboradores (2000, 2008) estudiaron la sucesidon de comunidades microbianas durante la
fermentacién natural del café Arabica y encontraron que la diversidad y nimero de individuos por
especie durante la sucesidn ecolégica estuvo influenciada principalmente por el contenido de

humedad de las cerezas y del grano de café.

El hecho de que ni el TP ni el contenido de humedad sean significativos a partir del tercer dia de
incubacién, podria estar relacionado con otros factores que inciden en la sucesién microbiana como
la capacidad enzimatica de las especies colonizadoras para competir exitosamente por sustratos.
Los carbohidratos, los principales componentes del GVC se encuentran en forma de polisacaridos y
como azucares de bajo peso molecular. La fraccidén polisacarida constituye alrededor del 50% del
peso seco y los azucares de bajo peso molecular del 5 a 7% (Redgwell y Fischer, 2006). Al inicio de
la fermentacién, cuando estan disponibles los azlucares simples y la humedad del sistema es mas
elevada, se podria favorecer el crecimiento de las bacterias sobre las levaduras y hongos. Debido a
su crecimiento mas acelerado, las bacterias reducirian la disponibilidad de estos carbohidratos, por
lo que los polimeros complejos se convertirian en la principal fuente de carbono y en el factor
determinante de la actividad microbiana a partir del tercer dia. Conforme disminuyen los azlcares
de bajo peso molecular y el agua disponible para el crecimiento de las bacterias, crecen
gradualmente los microorganismos que poseen los sistemas enzimaticos necesarios para degradar
los polisacaridos. De los tres grupos de microorganismos presentes en los granos de café, algunas
bacterias del género Bacillus poseen enzimas extracelulares capaces de degradar la celulosa y la
pectina (Silva et al., 2008). Entre las levaduras con actividad pectinolitica destacan Pichia,
Debaryomicesy Arxula (Masoud y Jespersen, 2006; Silva et al., 2008); mientras que entre los hongos
filamentosos degradadores de polisacaridos del café sobresalen los géneros Penicillium,
Trichoderma, Aspergillus, Hypocrea, Fusarium y Gibeberella, entre otros (Fujii y Takeshi, 2007). Los
géneros Aspergillus y Fusarium fueron aislados mediante enriquecimiento secuencial empleando

diesel como fuente de carbono (Seccién 8.1).

8.2.2 Pruebas de recuperacion de fenantreno

Para las pruebas de recuperacion de Phe se emplearon concentraciones de 100, 150 y 200 mg/L. Se

decidio utilizar Phe en lugar del diesel, debido a que este ultimo posee componentes volatiles que
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no pueden ser recuperados y para preparar diesel meteorizado se requiere someterlo a altas
temperaturas bajo una atmdsfera de nitrégeno. El Phe es un hidrocarburo modelo poliaromatico
gue posee tres anillos bencénicos en su estructura y el diesel contiene un 35% de compuestos

aromaticos.

Los resultados de las pruebas de recuperacién de Phe empleando agua destilada se muestran en el
Grafico 7. Aunque el promedio de recuperacion es mayor para concentraciones de 150 mg/L, la
comparacién de medias (LSD) indica que no hay diferencias estadisticas significativas entre 150 y
200 mg/L, ni entre 100 y 200 mg/L. Las pruebas se realizaron por triplicado, siendo el promedio
general de recuperacion de 91.2%. La comparacion de medias indica que existen diferencias
estadisticas significativas (a=0.05) en las pruebas de recuperacién de Phe en agua de mar (Grafico
8). A mayor concentracion del contaminante mayor porcentaje de recuperacion. El promedio

general de recuperacién fue de 88.2%.

Los porcentajes de recuperacion de Phe en agua de mar son mas bajos que los obtenidos en agua
destilada, con excepcién del tratamiento con nivel mds alto de contaminante. No obstante lo
anterior, la prueba LSD indica que Unicamente existen diferencias estadisticas significativas (a=0.05)
en la recuperacién de Phe entre tratamientos con agua destilada y agua de mar en la concentracion
mas baja (100 mg/L). Como la diferencia entre los tratamientos con 200 mg/L de Phe es menor que
entre los tratamientos con 150 mg/L, se decide emplear la concentracion mas alta en los

experimentos de degradacion.
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Grafico 7. Porcentaje de recuperacion de fenantreno (Phe) en agua destilada
Comparacion de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Gréfico 8. Porcentaje de recuperacion de fenantreno (Phe) en agua de mar.
Comparacion de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

8.2.3 Pruebas de actividad enzimatica

El objetivo de esta actividad consistié en determinar si el Phe tiene algun efecto en la actividad de
las enzimas glucosa oxidasa (GO) y galactosa oxidasa (GAO). Los experimentos se realizaron tanto
en agua destilada (AD) como en agua de mar (AM). Los resultados de esta prueba muestran que en
las primeras 16 h de incubacién la actividad volumétrica de la enzima GO es muy similar en los cuatro
tratamientos (Grafico 9a). A partir de las 28 h de cultivo incrementa la actividad volumétrica de los
cultivos en agua de mar, siendo ligeramente mayor en los tratamientos con contaminante (AM-
Phe). Existen diferencias estadisticas significativas (a=0.05) entre estos tratamientos a las 16 y 40 h.
No se presentan diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) en los cultivos en agua destilada a

lo largo de todo el periodo de incubacion.

La proteina total extracelular es considerablemente mayor en los cultivos en agua destilada que en
los de agua de mar (Grafico 9b) con diferencias significativas (a=0.05) a lo largo de todo el periodo
de incubacion. Sin embargo, no se presentan diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) entre

los tratamientos con y sin fenantreno.

La actividad especifica de la GO es considerablemente superior en los cultivos en agua de mar
(Gréfico 9c). Es posible que el estrés generado por el agua de mar en los microorganismos asociados
al grano verde de café ocasione una mayor secrecién de la enzima GO en relacién con la proteina

total extracelular. No se presentan diferencias (1-a=0.95) entre los tratamientos con y sin Phe en
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agua destilada; mientras que los cultivos en agua de mar presentan diferencias estadisticas
significativas (a=0.05) a partir de las 28 h, siendo ligeramente superior en los cultivos con Phe.
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Grafico 9. Concentracidn de proteinas. 9a. Actividad volumétrica de la enzima glucosa oxidasa (GO). 9b.
Contenido de proteina total extracelular. 9c. Actividad especifica de la enzima Glucosa oxidasa.
AM = Agua de Mar, AD = Agua Destilada, Phe = tratamientos con 180 mg/L de fenantreno (Phe).
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Con respecto a la enzima GAO el agua de mar inhibié la actividad de la enzima y los resultados en
agua destilada no fueron concluyentes ya que la mayor parte de las absorbancias se encontraban

por debajo de la curva de calibracién.

No fue posible determinar si el Phe tiene algun efecto en la actividad de la enzima GO, dado que en
términos generales no hay diferencias estadisticas significativas en los cultivos en agua destilada,
tanto para la enzima GO como para el contenido de proteina total extracelular y, en los cultivos en
agua de mar, Unicamente hay diferencias en dos puntos. Lo anterior puede deberse a que el
contaminante no estaba disponible para los microorganismos. De manera que, a pesar de que en el
inéculo del grano verde de café se han aislado bacterias productoras de biosurfactantes (Veldzquez-
Aradillas et al., 2010), posiblemente bajo las condiciones de cultivo de este trabajo o bien, los
microorganismos no lo produjeron, o la cantidad producida sea tan baja que no fue posible
solubilizar el Phe, o 52 horas de cultivo no fueron suficientes para solubilizar el contaminante
aunque hubiese produccidn del biosurfactante. El agua de mar tiene un mayor efecto sobre los
microorganismos que el Phe, al inducir una mayor actividad especifica de la enzima GO que el

contaminante.

No obstante lo anterior, el contenido de proteina total extracelular decae a partir de las 40 horas en
los cultivos en agua destilada, indicativo de que el cultivo estda en fase de muerte, debido
probablemente al agotamiento de la fuente de carbono presente en las particulas del grano verde

de café.

8.2.4 Diseno de experimentos Plackett-Burman para determinar los
principales factores quimicos que favorecen la degradacion de fenantreno
en agua destilada

Se realizé un disefio Plackett-Burman con 7 variables (seis nutricionales y un tensoactivo) con el
propdsito de exponer a los microorganismos asociados al grano de café a diferentes factores
quimicos y determinar su efecto en la degradacion de Phe en agua destilada. En la Tabla 13 se

presenta la matriz con los valores naturales de las variables.
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Tabla 13. Matriz de experimentos del disefio Plackett-Burman con los valores naturales y
codificados de las variables y los valores de degradacion de fenantreno.

Tween Degradacion
S il s i B il T e

(mL/L) 4d 9d
1 229 (+1) 3(+1) 16.6 (+1) 0.50 (-1) 200 (+1) 5(-1) 5(-1) 3334  23.25
2 57 (-1) 3(+1) 16.6(+1) 1.00 (+1) 150 (-1) 15 (+1) 5(-1) 25.82 91.92
3 57 (-1) 1(-1) 16.6 (+1) 1.00 (+1) 200 (+1) 5(1) 15(+1) 27.04 21.16
4 229 (+1) 1(-1) 8.3(-1) 1.00 (+1) 200 (+1) 15 (+1) 5(-1) 26.38 29.60
5 57 (-1) 3(+1)  8.3(-1) 0.50(-1) 200 (+1) 15 (+1) 15(+1) 36.38  89.33
6 229 (+1) 1(-1) 16.6(+1) 0.50 (-1) 150 (-1) 15 (+1) 15(+1) 16.52 15.61
7 229 (-1) 3(+1)  8.3(-1) 1.00 (+1) 150 (-1) 5(1) 15(+1) 79.03  66.70
8 57 (-1) 1(-1) 8.3(-1) 0.50 (-1) 150 (-1) 5(-1) 5(-1) 0.00 70.18
PCa 143 (0) 2(0) 12.4 (0) 0.75 (0) 175 (0) 10 (0) 10(0) 82.00 40.07
PCb 143 (0) 2(0) 12.4 (0) 0.75 (0) 175 (0) 10 (0) 10(0) 83.39 34.93
PCc 143 (0) 2(0) 12.4 (0) 0.75 (0) 175 (0) 10 (0) 10(0) 83.37 29.33
PCd 143 (0) 2(0) 12.4 (0) 0.75 (0) 175 (0) 10 (0) 10(0) 83.69 -

En el Grafico 10 se presentan los resultados del disefio Plackett-Burman. Cabe destacar que los
tratamientos con un asterisco (*) formaron una fuerte emulsién durante el proceso de extraccion
liquido-liquido. Como se puede observar todos aquellos tratamientos que formaron emulsiones
fuertes presentan una baja concentracién de Phe, lo que sugiere una pérdida del contaminante
durante el proceso de extraccién y no debido a procesos de degradacién bidtica. No se observa una

relacidn entre las muestras emulsionadas y la concentracion del surfactante.
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Grafico 10. Concentracidn total de fenantreno (Phe) segun tratamiento del disefio Plackett-Burman.

Los tratamientos con mayor remocién de Phe, que no formaron emulsiones considerables, son el
T5 y T8. Al cuarto dia de incubacidn, el T5 presentd una reduccién del 36% (65 mg/L), mientras que
al noveno dia de cultivo hubo una reduccién superior al 89% (161 mg/L). En el T8 no hubo
degradacion de Phe al cuarto dia de cultivo, mientras que en el dia nueve, hubo una reduccién del

70% (126 mg/L), este resultado podria atribuirse a un proceso de adsorcidén-desorcion.

Las ecuacion del analisis de regresion que describe la degradacion al dia 9 es la siguiente:

Phe (ppm) =+ 43.82 -20.93 * NaNO_ +13.08 * Peptona—16.74 * KH PO, +5.13 * MgS04.7H,0 - 15.02
* CaCO, +9.40 * FeSO, + 0.99 * Tween 80

Del analisis de varianza y de regresion (Anexo A) se determiné que la degradacién al dia 4 no fue
afectada por ninguno de los factores y por lo mismo no hubo ajuste del modelo a los datos
experimentales (R?=0.35 y CV=87.52), lo que podria atribuirse a la interferencia de las emulsiones
formadas. Opuestamente, al dia 9 el ANOVA y el modelo de regresidn, considerando el error tipo |,
mostraron que la degradacidn fue afectada significativamente (a<0.05) a baja concentracién del
NaNOsy del KH,PO4 (R?=0.95 y CV=24.97) y, para el error tipo Ill, sélo el MgS04-7H,0 y el surfactante
Tween no fueron significativos en la degradacion del fenentreno. Por lo que para obtener una mayor

degradacion de Phe, se recomienda reducir las concentraciones de NaNOs; y de KH,PO,, que
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constituyen las fuentes inorgdnicas de nitrogeno y fésforo, respectivamente. La mayor reduccion de

fenantreno se obtuvo con el tratamiento T5, seguido de T8 a los 9 dias (Tabla 13).

8.2.5 Experimento para evaluar la degradacion de fenantreno en cultivos
en suspension con grano verde de café

Posteriormente se realizd un experimento para evaluar el grado de remocién de 200 mg/L de Phe
en cultivos con células suspendidas en agua destilada (AD) y en agua de mar (AM). Se utilizaron las
condicones de cultivo del inéculo 18 (nivel medio de tamafio de particula del GVC y valor alto de
humedad) para producir el inéculo (Seccion 8.2.1.1) y se decidié emplear un medio de cultivo con
una relacién C:N 100:10, contemplandose la fuente de carbono (C) presente en el contaminante, el
del GVCy el de fuentes primarias como glucosa, levadura y polipeptona (Seccién 7.1.2). A matraces
de 125 mL de capacidad nominal se adicionaron 40 mL de medio de cultivo, 200 mg/L de Phe y el
equivalente al 1% de la biomasa en peso seco de GVC colonizado. Los cultivos se incubaron por 3

dias a 28°Cy 125 rpm.

Ademas de los tratamientos (T) se definieron dos controles. El primero, con medio de cultivo y Phe
(C1), se empled para medir las pérdidas debidas a procesos fotoquimicos; mientras que el segundo,
con medio de cultivo, biomasa estéril y Phe (C2), para evaluar las pérdidas abidticas por sorcion a la

biomasa. Los resultados de este experimento se presentan en el Grafico 11.

La eficiencia de recuperacion del contaminante tanto en agua destilada como en agua de mar (C1-
AD y C1-AM) fue elevada, siendo del 102.02% +4.96 y del 107.41% +8.16, respectivamente (Grafico
11). El hecho de que los valores estén por arriba del 100%, se debe a que se trabajé con una curva
de calibracién muy baja (2 a 12 mg/L) y se tuvieron que realizar varias diluciones, por lo que el error
se multiplica. Sin embargo, la comparacién de medias indica que no existen diferencias estadisticas

(1-a=0.95) en la eficiencia de extraccion de estos controles.
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Grafico 11. Concentracion de Fenantreno (Phe) residual en cultivos en suspensidn con grano verde de café en
agua destilada (AD) y agua de mar (AM) con 3 dias de cultivo.
C1: control con medio de cultivo y 200 mg/L de Phe; C2: control con medio de cultivo, biomasa estéril y 200 mg/L
de Phe; T: tratamiento con medio de cultivo, biomasa y 200 mg/L de Phe.

La remocién del contaminante debida a procesos de sorcidn a biomasa en cultivos en agua destilada
y de mar (C2-AD y C2-AM) fue de 76.91 +16.39 y 100.99 +12.57 mg/L, respectivamente. La
comparacién de medias indica que no existen diferencias significativas entre estos controles (1-

0=0.95) .

La remocidn asociada a la biomasa activa en agua destilada (T-AD) fue de 2.92 +10.16 mg/L, lo que
representa en promedio un 1.46%. No hay diferencias estadisticas significativas entre este
tratamiento y el control C1-AD (1-0=0.95) vy, el porecentaje de remocion es muy inferior a la
remocién abidtica (C2-AD). En los tratamientos en agua de mar (T-AM) hubo una reducciéon del
contaminante del 48.27% (96.54 +21.82 mg/L) y aunque existen diferencias estadisticas
significativas (a=0.05) con el control C1-AM, no las hay con respecto a su control abidtico (C2-AM).
Existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos en agua destiada (T-AD) y agua
de mar (T-AM), lo que sugiere una mayor activida metabdlica en los cultivos en agua de mar. Sin
embargo, como la remocion abidtica (C2-AM) en los cultivos en agua de mar es similar al del
tratamiento (T-AM), es mas factible que la disminucién del contaminante en los tratamientos se

deba principalmente a procesos de sorcion del contaminante a la materia organica.
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8.2.6 Dosis-Respuesta

Como los resultados anteriores no fueron concluyentes, se decidié realizar un experimento Dosis-
Respuesta para evaluar la respuesta de los microorganismos asociados al GVC a concentraciones
variables de Phe. Se empled un indculo de seis dias de edad en lugar de 1 dia. Se definieron 4
concentraciones de fenantreno (50, 100, 150 y 200 mg/L). El experimento se dividio en dos bloques,
en el primero se evaluaron las concentraciones externas y, en caso de que hubiese respuesta
favorable del sistema se realizaria el segundo bloque con concentraciones intermedias. Las unidades

experimentales se incubaron por 8 dias a 28°Cy 125 rpm.

Después de ocho dias de incubacidn el porcentaje de recuperacién del contaminante en C1-50 fue
del 76.05 £ 4.70%, con una remocién debida a procesos fisico-quimicos del 23.95 +4.70%. (Grafico
12). En el control abiético (C2-50) la remocién fue de 47.43 +2.25% y en los tratamientos (T-50) del
62.11 +4.50%, es decir un 14.68% mdas que en C2-50. Se presentan diferencias estadisticas
significativas (a=0.05) entre todos los tratamientos con 50 mg/L de Phe. En los tratamientos con 200
mg/L de Phe, la remocién debida a procesos fisico-quimicos fue del 16.76 +2.48%, la abidtica del
40.01 £1.58% vy la bidtica del 34.30 +1.13%. Se presentan diferencias estadisticas entre estos

tratamientos (a=0.05).

Con 50 mg/L de Phe, el sistema presenta una respuesta favorable, mientras que con 200 mg/L no.
Debido a que el porcentaje de degradacidén de T-50 es de apenas un 15 mads que el control abidtico
(C2-50) se decide trabajar con esta concentracion de Phe y ya no realizar el segundo bloque con

concentraciones intermedias.
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Grafico 12. Concentracion de Fenantreno (Phe) residual en cultivos en suspensidn con grano verde de café en
agua destilada con 8 dias de cultivo.

C1-50: control con medio de cultivo y 50 mg/L de Phe; C2: control con medio de cultivo, biomasa estéril y 50
mg/L de Phe; T: tratamiento con medio de cultivo, biomasa y 50 mg/L de Phe. C1-200: control con medio de
cultivo y 200 mg/L de Phe; C2: control con medio de cultivo, biomasa estéril y 200 mg/L de Phe; T: tratamiento
con medio de cultivo, biomasa y 200 mg/L de Phe.

8.2.7 Crecimiento en placa en medio de cultivo Bushnell-Hass con diesel
como fuente de carbono

Con el propdsito de mejorar las tasas de remocion de Phe por los microorganismos asociados al
grano verde de café, se decide evaluar su capacidad para degradar el contaminante en cultivos
axénicos y co-cultivos. Primero se crece a los microorganismos en medio Bushnell-Haas con 1% (v/v)
de diesel (BH-D) como unicam fuente de carbono. Como controles, se emplearon cajas Petri con

medio de cultivo Bushnell-Hass con glucosa (BH-G) al 1% (w/v).

Los resultados del crecimiento de las cepas en medio control BH-G se presentan en la Tabla 14. De
los siete microorganismos aislados con anterioridad (seccién 8.1 ), Unicamente P. putida, F. solaniy
F. oxysporum mostraron un fuerte crecimiento; mientras que C. orthopsilosis, R. mucilaginosa y A.
niger presentaron bajo crecimiento y K. variicola, un crecimiento moderado. Con respecto a la
capacidad para crecer en diesel como Unica fuente de carbono (BH-D), sélo F. solani presenté un
fuerte crecimiento (32.58 mm +1.18 y 31.58 mm +0.85 a las 86 horas en medio BH-D y BH-G,

respectivamente). Aunque el crecimiento de C. orthopsilosis fue bajo en medio BH-D, fue
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comparable al del control. F. oxysporum y K. variicola presentaron menor crecimiento que los
controles. No hubo crecimiento de A. niger y aunque P. putida crecié ligeramente, éste fue menor

que el de K. variicola.

Tabla 14. Capacidad de las cepas aisladas de crecer en medio sélido con diesel como Unica
fuente de carbono.

Cepa BH-G BH-D
P. putida +++ -
K. variicola ++
C. orthopsilosis +
R. mucilaginosa + -
F. solani +++ +4+
F. oxysporum +++ ++
A. niger + -

BH-G: medio de cultivo Bushnell-Haas suplementado con 1% (w/v) de glucosa. BH-D: medio de cultivo Bushnell-Haas suplementado con
1% (v/v) de diesel. - = sin crecimiento, + = bajo crecimiento, ++ = crecimiento moderado, +++ = fuerte crecimiento.

Especies como A. niger, F. solani, F. oxysporum, P. putida y R. mucilaginosa, ademds de estar
asociados a los cafetos, han sido reportadas como microorganismos capaces de degradar
compuestos téxicos (Bhalerao y Puranik, 2007; Rafin et al., 2000; Silva et al., 2009; Wackett y Gibson,
1988; Kumar et al., 2005; Dai et al., 2010); mientras que varias especies del género Candida han sido
reportadas como degradadoras de componentes del petrdleo (Cerniglia, 1993; Chaillan et al., 2004,
Farag y Soliman, 2011) y especies del género Klebsiella como degradadoras de colorantes azoicos
(Wong y Yuen, 1996; Wong y Yuen, 1998; Elizalde-Gonzalez et al., 2009). Sin embargo, con base en
los resultados de crecimiento en placa con diesel como Unica fuente de carbono, de las siete cepas
aisladas los fusarios son las especies con mayor potencial para degradar hidrocarburos; mientras

que P. putida, R. mucilaginosa y A. niger son las menos prometedoras.

Entre las posibles explicaciones del porqué algunos microorganismos aislados durante el
enriquecimiento secuencial crecieron poco o no en medio Bushnell-Haas, radica en que el medio
Bushnell-Haas es un medio mineral minimo que, aunque fue suplementado con fuente de carbono
facilmente asimilable en los controles, no satisface todos los requerimientos nutricionales de los
diferentes microorganismos. Aun con la adicién de 1% (w/v) de glucosa (1 g/L), el crecimiento de las
dos levaduras y del hongo filamentoso A. niger fue muy bajo. En contraposicidn, el medio empleado
durante el enriquecimiento secuencial, es un medio mas rico que contiene elementos traza que

pueden actuar como co-factores o inductores de enzima degradativas (Brown et al., 1990; ten Have
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y Teunissen, 2001; Levin et al., 2002; Cavallazzi et al., 2005). También contiene 1 g/L de extracto de
malta y de polipeptona y aunque esta uUltima se emplea principalmente como fuente de nitrégeno
organico para el cultivo microbiano, ambos constituyen a su vez una fuente de carbohidratos. Por
otra parte, durante el enriquecimiento secuencial las diferentes especies que componen el cultivo
mixto pudieron haber actuado de manera conjunta para metabolizar los hidrocarburos presentes
en el diesel, de manera que los productos metabdlicos de algunos microorganismos pudieron ser
empleados como sustrato por otros, facilitando el crecimiento de éstos ultimos y disminuyendo con
ello la posibilidad de acumular compuestos metabdlicos parcialmente oxidados (U.S. Congress OTA,

1991; Canet et al., 2001).

8.2.8 Cinéticas de crecimiento en cultivo liquido con hidrocarburos como
unica fuente de carbono de cultivos axénicos y co-cultivos

Se evalué el crecimiento en cultivo liquido Unicamente de aquellos microorganismos que mostraron
un crecimiento en medio BH-D comparable al control con glucosa (BH-G). Los microorganismos
seleccionados fueron los siguientes: C. orthopsilosis, F. oxysporum y F. solani. Los cultivos se

incubaron por seis dias.

El mayor incremento de la biomasa en peso seco se obtuvo en los dos cultivos inoculados con F.
solani (3.98 y 4.21% para el monocultivo y el co-cultivo, respectivamente), seguido de los cultivos
con F. oxysporum (2.18 y 1.82% para el monocultivo y el co-cultivo, respectivamente) (Grafico 13).
La comparacion de medias indica que no hay diferencias estadisticas entre el monocultivo con F.
solaniy su co-cultivo, asi como tampoco entre el monocultivo con F. oxysporumy su respectivo co-

cultivo (1-a=0.95). El cultivo con menor incremento corresponde a C. orthopsilosis.

Cabe destacar que no se adiciond surfactante al medio de cultivo, sin embargo, en los cultivos de C.
orthopsilosis a partir de las 24 h se observaron pequeias gotas en la superficie, por lo que es
probable que la levadura produzca algin emulsificante al estar en contacto con hidrocarburos del

petréleo.
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Grafico 13. Incremento de biomasa en peso seco a los seis dias de cultivo.
Comparacién de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Se eligid el co-cultivo conformado por la levadura C. orthopsilosis y F. solani para realizar las pruebas
de degradacion de Phe, pero primero se comprobd el crecimiento de los microorganismos en cultivo
liquido con 50 mg/L de Phe. El Gréfico 14 muestra el incremento en biomasa en peso de la levadura
dimorfica C. orthopsilosis y el consumo de nutrientes. La mayor produccidn en biomasa se presenta
a las 24 h de incubacidn, seguido de una fase estacionaria entre las 24 y 72 h de cultivo, con ligeros
descensos y ascensos. La comparacion de medias indica que no hay diferencias estadisticas
significativas (1-a=0.95) entre las 24 y 48 h de incubacidn, ni entre las 60 y 72 h, pero si entre estos
dos intervalos de tiempo (a=0.05). Se observa una fase de latencia (indicada por el punto de corte
en el eje del tiempo de la linea tangente de la curva de crecimiento en su fase exponencial) de

aproximadamente 6.8 h.

Con respecto al consumo de nutrientes, se observa un descenso en la concentracién del nitrégeno
en las primeras 24 h, que coincide con la fase de crecimiento exponencial de la levadura; sin
embargo, la comparacidon de medias indica que no existen diferencias estadisticas significativas (1-
a=0.95) en este periodo de tiempo. A las 36 h hay un incremento en la concentracion de nitrégeno
en el medio de cultivo que se mantiene hasta las 72 h. Tampoco existen diferencias estadisticas
significativas entre las 36 las 72 h de cultivo (1-a=0.95). La concentracion de fésforo en el medio de

cultivo tiende a incrementar en el tiempo y aunque existen diferencias estadisticas significativas
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(a=0.05) en el consumo del fésforo, este muestra poca variacién a lo largo de todo el periodo de
incubacidn.
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Grafico 14. Incremento en biomasa de Candida orthopsilosis y consumo de nitrégeno y fésforo en cultivos sumergidos
con 50 ppm de fenantreno como fuente de carbono.

Tedricamente, para convertir 1 g de hidrocarburo a material celular se consumen aproximadamente
150 mg de Ny 30 mg de P (Rosenberg y Ron, 1996). De manera que para convertir 50 mg-Phe/L se
requieren al menos 7.5 mg-N/Ly 1.5 mg-P/L. El medio de cultivo empleado contiene 1 g/L de NaNOs
y 0.875 g/L de KH,PO4 (lo que equivale a 164.8 mg-N-NOs/Ly 199.2 mg-P-PO,3/L, respectivamente),
ademas de fuentes organicas de nitrégeno como extracto de levadura y polipeptona, por lo que
estos nutrientes se encuentran en cantidades suficientes, de manera que no constituyen un factor
limitante. Aunque la relacidon C:N:P es aproximadamente de 1:3:4, en estudios de biorremediacidn
el nitrégeno y el fésforo se adicionan en cantidades similares (Kim et al., 2010; Sarma y Pakshirajan,
2011; Wilson y Bradley, 1996) y en ocasiones se agregan en exceso sales monobasicas y dibasicas
de fosfato para regular el pH del medio de cultivo (Barragan-Huerta et al., 2007; Chulalaksananukul

et al., 2006; Kumar et al., 2006; Miller y Bartha, 1989; Rafin et al., 2009; Verdin et al., 2004).

Al eliminar la lectura de las 24 h, la curva de crecimiento de C. orthopsilosis se ajustd al modelo
matemdtico de Gompertz (Grafico 15) obteniéndose un coeficiente de determinacién (R?) de
0.96924 (a=0.05). La tasa maxima de crecimiento (um) se presenta aproximadamente a las 11.7 h

siendo de 0.0108 mg/mL/h; mientras que la produccién maxima de biomasa en la fase estacionaria
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fue de 0.4909 * 0.0463 mg/mL. Cabe destacar que no se observa fase de latencia al ajuste realizado

con este modelo.
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Grafico 15. Ajuste de los datos de crecimiento de Candida orthopsilosis a la ecuacion de Gompertz.
Cultivos sumergidos con 50 ppm de fenantreno como fuente de carbono.

El hongo filamentoso F. solani presenta su maximo crecimiento a las 72 h de cultivo (Grafico 16),
seguido de un descenso en la produccidon de biomasa, no apreciandose claramente la fase
estacionaria debido quizds al pico de las 72 h o bien, a los tiempos de muestreo. No hay diferencias
estadisticas significativas (a=0.05) entre las 72 y 120 h, ni entre las 120 a 216 h de cultivo. Sin
embargo, es posible que después de las 72 h se haya iniciado la fase de muerte, pero como las hifas
flingicas no lisan tan rapido como las células bacterianas, la biomasa muerta pudo haberse

cuantificado como biomasa viva. Cabe destacar que no se observa fase de latencia.

Tanto el nitrdgeno como el fosforo presentan un descenso en las primeras 24 h (lo que corresponde
con la fase de crecimiento exponencial) que continda hasta las 72 h. Después de las 72 h, el
nitrégeno presente en el medio de cultivo tiende a incrementar conforme disminuye la biomasa.
Aunque hay diferencias estadisticas significativas (a=0.05) en la concentracién de fésforo entre las

216 h con respecto a las 120 y 168, éste se mantiene relativamente constante.
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Gréfico 16. Incremento en biomasa de Fusarium solaniy consumo de nitrégeno y fésforo en cultivos sumergidos con 50 ppm de
fenantreno como fuente de carbono.

Con la finalidad de visualizar mas claramente las diferentes fases del crecimiento de F. solani y
determinar si después de las 72 h corresponde a una fase estacionaria o de muerte, se presenta el
Ln de la biomasa (Gréfico 17). En este tipo de grafico, la fase de crecimiento exponencial se presenta
como una linea recta entre las 0 y las 12 h de cultivo. Entre las 12 y 24 h hay una desaceleracién del

crecimiento, seguido de una fase estacionaria.
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Grafico 17. Ln de la biomasa generada por Fusarium solani en cultivos sumergidos con 50 ppm de fenantreno
como fuente de carbono.

De los diferentes modelos matematicos empleados, al eliminar las dos Ultimas lecturas, la curva de

crecimiento de F. solani se ajusté mejor al modelo matematico de Gompertz (Grafico 18),

91



obteniéndose un coeficiente de determinacién (R?) de 0.9163. La tasa maxima de crecimiento (um)
fue de 2.0580 mg/mL/h; mientras que la produccidon maxima de biomasa en la fase estacionaria fue

de 48.98914 + 0.0974 mg/mL. No se observa fase de latencia al ajuste realizado con este modelo.
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Grafico 18. Ajuste de los datos de crecimiento de Fusarium solani a la ecuacién de Gompertz.
Cultivos sumergidos con 50 ppm de fenantreno como fuente de carbono.

Tanto C. orthopsilosis como el hongo filamentoso F. solani son capaces de crecer en cultivos
sumergidos con fenantreno como fuente de carbono. Ambos microorganismos muestran un
crecimiento acelerado, con fase de latencia corta o sin ella. La fase estacionaria de ambos

microorganismos se presenta a partir de las 24 h.

En ambos cultivos, el consumo de nitrégeno se incrementa en las primeras horas de cultivo, lo que
coincide con la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo no existe una relacién inversa entre
el consumo de ambos nutrientes y la generacion de biomasa. Tedricamente, la relacion N:P es

adecuada para degradar 50 mg/L de fenantreno.

Con base en los resultados se eligié el co-cultivo conformado por la levadura C. orthopsilosis y F.
solani para realizar las pruebas de degradacién de Phe dado que son capaces de crecer en el
contaminante y por la tendencia de formar co-agregados, caracteristica importante tanto para la

inmovilizacidn por adsorcién como para la formacién de biopeliculas (Rickard et al., 2003).
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8.3 Tercera etapa: Desarrollo del sistema de inmovilizacion

8.3.1 Exploracidon de fibras vegetales con uso potencial como soportes de
inmovilizacidn

En esta actividad se emplearon dos fibras vegetales con uso potencial como soporte de
inmovilizacién, la fibra de estropajo (Luffa cylindrica) y la fibra de coco (Cocos nucifera). Debido a
que el proceso de extraccién de hidrocarburos de aguas consume mucho tiempo, se decidié evaluar
visualmente la degradacion de petrdleo crudo por los microorganismos asociados al grano de café
inmovilizados en las fibras. Se trabajé con dos tipos de fibra de Luffa cylindrica (denominadas en
este documento Luffa cylindrica 1y Luffa cylindrica 2) y una de coco (Figura 18). La produccién del
indculo se efectud bajo las condiciones de cultivo 18 (nivel intermedio de tamafo de particula del
GVC y nivel alto de humedad) obtenidas con anterioridad y se adicioné de 0.54 a 0.64% de fibra
vegetal en peso seco (Tabla 15). Los cultivos se incubaron en 40 mL de medio de los puntos centrales
(PC) del disefio de experimentos Plackett-Burman por 24 h a 28°C y 120 rpm. Posteriormente, los
soportes con los microorganismos inmovilizados se transfirieron a matraces conteniendo agua
destilada, 5% (v/v) de petrdleo crudo como Unica fuente de carbono y 0.5% (v/v) de Tween 80. Los

cultivos se incubaron durante 3 semanas a 28°Cy 120 rpm.

Figura 18. Fibras vegetales empleadas como soporte para degradar
petrdleo crudo. 16a. Dos variedades del fruto de L. cylindric.
L. cylindrica 1 (Lc1) y L. cylindrica 2 (Lc2). 19b. Corte transversal de las
fibras de Luffa. 19c. Fibra de coco (Cocos nucifera).
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Tabla 15. Tipo y cantidad de fibra vegetal empleada en los tratamientos exploratorios.

. . Parte de la Fibra  Peso del Soporte
Tratamiento  Tipo deFibra

Empleada (g)
T1 Luffa cylindrica 1 Externa 0.2151
T2 Luffa cylindrica 1 Interna 0.2155
T3 Luffa cylindrica 2 Externa 0.2556
T4 Luffa cylindrica 2 Interna 0.2556
T5 Cocos nucifera - 0.2530

A pesar de su mayor peso especifico (1.01 +0.02 g/cm?®) (Saeed e Igbal, 2013), las fibras de coco
permanecieron a flote durante casi todo el periodo de incubacién. En contraposicion, las fibras de
L. cylindrica 1 se hundieron entre el segundo y tercer dia, mientras que las de L. cylindrica 2, al dia
siguiente. Aunque el peso especifico de la fibra de lufa es menor que el del agua (0.92 +0.05 g/cm3)
(Saeed e Igbal, 2013), la ganancia en peso debido a la adherencia de los microorganismos y
particulas de grano de café, asi como a la absorcién de liquidos, ocasiona que las fibras se hundan

en pocos dias.

Con respecto a la remocion de petréleo, en los tratamientos con fibra de lufa se observa menor
contenido de crudo (Figura 19) y mayor cantidad de particulas de grano de café dentro de los canales
(Figura 20). La mayor remocidn del crudo en los tratamientos con fibra de lufa podria atribuirse a
una elevada eficiencia de transferencia de masas como resultado de su alta porosidad (79 a 93%),
de su gran tamario de poro (335 65 um) y a la presencia de una intrincada red de canales con una
gran area superficial que facilitan la adherencia de microorganismos asi como el intercambio de

gases y solutos (Saeed e Igbal, 2013).
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Figura 19. Degradacién de petrdleo crudo por microorganismos asociados al grano de café
inmovilizados en fibras vegetales a las 3 semanas de incubacion.
T1: parte externa de la fibra de Lufa cylindrica 1; T2: parte interna de la fibra de L. cylindrica 1; T3:
parte externa de la fibra de L. cylindrica 2; T4: parte interna de la fibra de L. cylindrica 2; T5: fibra
de coco (Cocos nucifera).

Otro factor que podria favorecer la remocion del crudo es la disponibilidad de nutrientes. Debido a
que la capacidad de absorcién de liquidos es 10 veces mayor en las fibras de lufa (18.4 g de agua por
g de fibra) (Saeed e Igbal, 2013) que en las de coco (1.8 g de agua por g de fibra) (Bujang et al.,
2007), las fibras de lufa podrian absorber mayor volumen del medio de cultivo empleado durante la
inmovilizacién, por lo que habria mayor disponibilidad de nutrientes durante los procesos de
degradacion. Por otra parte, cuando se agotan los nutrientes del medio de cultivo absorbido a las
fibras vegetales se requieren de fuentes alternativas y las particulas de grano de café adheridas a

las fibras de lufa podrian suministrar mdas nutrientes a los microorganismos.
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T3 T4

Figura 20. Fotografias tomadas desde un estereoscopio de las fibras vegetales
empleadas como soporte para inmovilizar a microorganismos asociados al
grano de café para degradar petréleo crudo.

T1: parte externa de la fibra de Lufa sp. 1; T2: parte interna de la fibra de Lufa
sp. 1; T3: parte externa de la fibra de Lufa sp. 2; T4: parte interna de la fibra de
Lufa sp. 2; T5: fibra de coco (Cocos nucifera). En los tratamientos 1 a 4 es
posible observar particulas de café dentro de los canales de la fibra.

T5

Sin embargo, existe la posibilidad de que las fibras de lufa absorban crudo y que la remocién abidtica
en estas fibras sea mayor. Pal (2012) evalué la capacidad de adsorcion de diferentes hidrocarburos
poliaromaticos (HPA) por residuos agricolas y encontré que la capacidad de adsorcion de los
productos de desecho incrementa con el contenido de lignina. De manera que las fibras de lufa
podrian estar adsorbiendo petrdleo, pero debido a que el contenido de lignina de las fibras de coco
es mayor (41 a 45%) (Menon, citado en Satyanarayana et al., 1981) que el de las fibras de lufa (10%)
(Saeed e Igbal, 2013), se esperaria que el primero adsorbiera mayor cantidad de hidrocarburos. Lo
anterior concuerda con el trabajo realizado por Annunciado y colaboradores (2005), quienes
evaluaron la capacidad de sorcion de petrdleo de varias fibras vegetales, entre ellas, la fibra de coco

y la de lufa. Los resultados de esta investigacién muestran que las fibras de coco son mas
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hidrofdbicas que las de lufa y, cuando el tamafio de las particulas es mayor que 3.35 mm, la
capacidad de sorcidn de las fibras de coco y lufa respectivamente, es de 1.8 y 1.9 g de crudo por
gramo de sorbente. Esta capacidad se incrementa cuando el tamafio de las fibras disminuye. Con un
tamanfio de particula comprendida entre 0.85 a 1.7 mm, la capacidad de sorcion del coco y de la lufa
asciende a 5.4 y 4.6 g de crudo por gramo de sorbente, respectivamente. Las piezas de fibras
empeladas oscilaron entre los 2 cm, lo que sugiere una capacidad de sorcion de hidrocarburos de

petréleo similar para ambos tipos de soporte.

8.3.2 Disefio factorial 22 para evaluar la disponibilidad de nutrientes en el
sistema de inmovilizacidn en Luffa cylindrica

Se realizé un disefio factorial 23 considerando como factores el tiempo de inmovilizacidn, tipo y peso
del soporte. Los cultivos se incubaron durante 4 y 9 dias a 28°Cy 120 rpm en medio de cultivo PC.
Los experimentos se realizaron por triplicado. En la Tabla 16 se presentan los factores con los valores
correspondientes a los niveles alto y bajo, mientras que en la Tabla 17 se presenta la matriz con los

valores codificados.

Tabla 16. Factores considerados en el disefio factorial 23 y sus niveles alto y bajo.

Factores Nivel Bajo Nivel Alto
Tiempo de inmovilizacién (d) 1 3

Tipo de soporte Luffa cylinddrica 1  Luffa cylinddrica 2
Peso seco del soporte (%) 0.20-0.25 0.45-0.50

Tabla 17. Matriz de experimentos enn orden no estandar del disefio factorial 2 con los valores
codificados.

Tiempo de Tipo de Peso del
Trat.

Inmovilizacion  Soporte Soporte
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 - - +
5 + -
6 - +
7 - +
8 + +
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El contenido de azucares totales (AT) del caldo de cultivo incrementa notablemente del cuarto al
noveno dia de incubacién en todos los tratamientos, lo que sugiere accion directa de los
microorganismos sobre los soportes (Grafico 19a). En términos generales los tratamientos con
menor concentracion de AT son aquellos con nivel alto en el tipo de soporte (L. cylindrica 2). La
comparaciéon de medias para el cuarto dia de incubacidn, indica que T4 es significativamente
diferente (a=0.05) del resto de los tratamientos. Ademas, no existen diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos T2 y T7 (1-a=0.95), pero si las hay con respecto a los demas
tratamientos (a=0.05). Estos tres tratamientos tienen nivel bajo en el tipo de soporte (L. cylindrica

1).

En relacion con el contenido de nitrégeno inorganico, segln se aprecia en el Grafico 19b, éste tiende
a disminuir con el transcurso del tiempo. La comparacién de medias indica que no hay diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos para ninguno de los dos dias de muestreo v,

ninguno de los factores del disefo tiene una influencia significativa en esta variable.

No existe una tendencia clara en cuanto al contenido de fésforo. En los tratamientos 1, 3y 6 el
contenido de fésforo (Grafico 19c) incrementa en el noveno dia de cultivo. Estos tratamientos tienen
en comun, un nivel alto en el tiempo de inmovilizacién (3 dias). La comparacién de medias indica
gue en el cuarto dia de incubacién, entre T7 y T2 no existen diferencias (1-a=0.95), pero T7 difiere
significativamente del resto de los tratamientos (a=0.05). Estos tratamientos poseen nivel alto en el

tiempo de inmovilizacién (3 dias) y nivel bajo en el tipo de soporte (L. cylindrica 1).
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Grafico 19. Concentracion de nutrientes en el caldo de cultivo a los 4 y 9 dias de incubacion.

19a. AzUcares totales (AT). 19b. Nitrégeno inorganico. 19c. Fésforo inorganico.

fluyen en el contenido de AT presentes en el caldo de

érminos que mas in

s

Cuando se analizan los t

cultivo se observa que el tipo de soporte es el Unico factor significativo (Grafico 20). Si se desea
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mayor concentracion de AT, se recomienda trabajar con el nivel bajo del tipo de soporte (L.

cylindrica 1).
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Gréfico 20. Término mas significativo del modelo para la variable dependiente azucares totales (AT) en el cuarto (20a) y noveno
(20b) dia de cultivo.
Ecuacioén del cuarto dia: AT =190.56 + 5.69 * A-123.75*B+42.23*C+11.40*A*B-63.75*A*C-2791*B*C+53.89*A*B
* C. Ecuacién del noveno dia: AT=+584.87 +7.36 *A-111.26 *B-11.81*C-48.74* A*B+57.36 *A*C-14.03*B*C+31.81*
A*B*C.

En el cuarto dia de cultivo, los términos mas significativos del modelo en relacidn con el contenido
de fdsforo son el tiempo de inmovilizacidn y el tipo de soporte. Segun se aprecia en el Gréfico 21a,
a niveles altos de tiempo de inmovilizacién y bajos de tipo de soporte hay mayor disponibilidad de
fésforo. En el noveno dia de cultivo el Unico factor significativo es el tipo de soporte vy, al igual que
en el cuarto dia, los niveles altos de fosforo se obtienen con niveles bajos de este factor (Grafico

21b).

El hecho de que en los tratamientos con L. cylindrica 1 como soporte haya mayor contenido de
azucares totales y de fdésforo, sugiere que la composicion de las fibras difiere. Se ha reportado que
las fibras de lufa estdn compuestas principalmente de celulosa (50 a 60%) y hemicelulosa (25 a 28%),
mientras que el contenido de lignina es del 10%. La hemicelulosa contiene azucares facilmente
asimilables como arabinosa, xilosa, galactosa y glucosa (Saeed e Igbal, 2013). La variedad 1 de la

fibra de lufa podria contener menor cantidad de lignina que la variedad 2, lo que facilitaria el acceso
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de los microorganismos a los carbohidratos, pues se ha visto que un mayor contenido de lignina. De
manera que el incremento en la concentracién de nutrientes podria correlacionarse con un
aumento en el nimero de células bacterianas adheridas (Donlan, 2002). Sin embargo, es necesario

corroborarlo con los andlisis respectivos.
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Grafico 21. Término mas significativo del modelo para la variable dependiente fésforo (P) en el cuarto (21a) y noveno (21b) dia de
cultivo.
Ecuacién del cuarto dia: P=15.64+9.42 *A-10.44*B+4.42*C-447*A*B+0.24*A*C-3.49*B*C+043*A*B*C.
Ecuacion del noveno dia: P=+0.56 + 0.23 *A-0.36 *B-0.050 * C-0.17 *A*B-0.037*A*C+0.13*B *C.

Las altas desviaciones en los resultados de esta actividad obedecen a varios factores. El primero de
ellos se debe a la variacién en peso de los soportes. Inicialmente se comenzd recortando las fibras
vegetales tomando como base las dimensiones (que usualmente oscilan entre 1x1x0.5 cm?® a 1x1x1
cm?), ya que es lo que la mayor parte de la literatura reporta (Igbal y Edyvean, 2004; Hideno et al.,
2007; Phisalaphong et al., 2007; Behera y Ray; 2012; Saeed e Igbal, 2013). Sin embargo, es muy
dificil obtener piezas de dimensiones iguales debido a la morfologia de este fruto, por lo que se
decidio recortar las piezas con base en el peso. El peso de cada pieza oscila entre 0.08 a 0.1 g. Otro
factor que podria influir en el elevado error experimental, reside en el proceso de inmovilizacion. A
matraces de 500 mL de capacidad nominal conteniendo 160 mL de medio de cultivo se adicionaron
16 piezas de soporte. Al ser los cubos de L. cylindrica. 1 menos densos que los de L. cylindrica. 2,

ocupan mas volumen vy, algunos cubos de L. cylindrica. 1 no quedaron sumergidos apropiadamente
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en el medio de cultivo, por lo que la adherencia de particulas de grano de café y microorganismos
difiere. Otro factor importante es que al concluir el tiempo de inmovilizacién, la literatura reporta,
gue los cubos de lufa deben sumergirse en medio fresco para desorber a los microorganismos que
no estan bien inmovilizados, muy seguramente los primeros cubos permanecieron mas tiempo en

el medio fresco y hubo mayor desorcidn.

8.3.3 Espectroscopia en el Infrarrojo Cercano de la fibra de lufa

Con el objeto de evaluar si existen diferencias en la composicidn de las fibras vegetales empeladas
en la inmovilizacién, éstas se analizaron por espectroscopia en el infrarrojo cercano. El Gréfico 22
muestra los resultados del andlisis de espectroscopia en el infrarrojo de 700 a 2400 cm™. Segun
McLellan y colaboradores (1991), la regidn de los 700 cm™ es una regién de absorcidn caracteristica
de grupos CH; de la lignina; mientras que Huang y colaboradores (2010) indican que otra region de
absorcién de la lignina se presenta a los 2270 cm™. Sin embargo no hay una fuerte absorcién en
estas longitudes de onda en ninguna de los espectros que indique una diferencia sustancial en el
contenido de lignina entre los dos tipos de fibras. Por su parte, Siqueira y colaboradores (2010)
mencionan que las bandas entre los 1730 a 1735 cm™ estan relacionadas con diferentes grupos
carbonilo y acetilo de la lignina y de la hemicelulosa. Ambos espectros muestran absorcion en este
rango y con intensidades similares. Lo mismo sucede con la presencia de grupos éteres, ésteres y
fenoles de la lignina a 1240 cm™ (Siqueira et al., 2010). La variedad 1 de la fibra de lufa presenta

absorcidn a 1239 cm, mientras que la variedad 2 a 1244 cm™.

Por otra parte, la celulosa absorbe alrededor de los 2252 y 2335 cm™ (Huang et al., 2010; McLellan
et al., 1991). Segun Siqueira y colaboradres (2010), las longitudes de onda entre 800 a 1500 cm™se
relacionan con la celulosa. Algunos tipos de enlace importantes presentes en la celulosa
corresponden a 1417 cm™ (CH>), 1355 cm™ (OH), 1162 cm™ (C-OR-C) y 1055 cm™ (C-OR) (Tanobe et
al., 2005). No se presenta una fuerte absorcién a 2252 y 2335 cm™ en ninguna de las fibras; sin
embargo, en ambos casos se presenta absorcidon a 1423 y 1422 cm'®, cercano a los enlaces CH; de la
celulosa (1417 cm). Existe también absorcién cercana a los enlaces C-OR de la celulosa,
representados en los espectros por lecturas a los 1152 cm™ con intensidad similar en ambos tipos
de fibra. No se observa absorcién para enlaces C-OR-C. Las mayores diferencias en los espectros se
presentan entre los 2060 a 2140 cm* aproximadamente. Sin embargo, no fue posible encontrar

referencias sobre los grupos quimicos asociados a estas longitudes de onda. En términos generales
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la intensidad de las bandas correspondientes a los grupos funcionales de la lignina, celulosa y

hemicelulosa son muy semejantes indicativo de una composiciéon quimica similar.
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Grafico 22. Espectroscopias de la fibra de Luffa cylindrica por Espectrometria Infrarroja con transformada de Fourier.
LC1(b): variedad 1 de L. cylindrica, LC2(b): variedad 2 de L. cylindrica.

8.3.4 Evaluacion de las fibras de Luffa cylindrica como soportes de
inmovilizacion

En esta ocasion se adiciond menor cantidad de fibra de lufa (0.18 £0.003 g) por unidad experimental
con la finalidad de incrementar la cantidad de microorganismos por gramo de soporte, debido a que
en experimentos anteriores se observaron zonas de la fibra de lufa sin colonizar; sin embargo los

cultivos se incubaron bajo las mismas condiciones anteriormente expuestas.

Las fibras de L. cylindrica 1 son mas delgadas y blandas y el tamafio de poro es mayor, lo que podria
incidir en la adherencia y la actividad de los microorganismos. El objetivo de esta actividad consistio
en evaluar la adherencia de los microorganismos asociados al GVC a las fibras vegetales en cultivo
liguido en agua destilada y agua de mar. Los resultados de este experimento se presentan en el

Grafico 23.

El mayor incremento en peso seco de los soportes se presentd en los cultivos en agua destilada con
la variedad 1 de la fibra de lufa usada como soporte de inmovilizacién (AD-Lc1), seguido de los
cultivos en agua de mar con este mismo tipo de fibra (AM-Lc1). Los soportes con menor incremento

en peso seco corresponden a los cultivos con la variedad 2 (AD-Lc2 y AM-Lc2).
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Gréfico 23. Incremento en peso seco de las fibras de Luffa cylindrica 1 (Lc1) y Luffa cylindrica 2 (Lc2) al

término del proceso de inmovilizacién de 3 dias en cultivo liquido en agua destilada (AD) y agua de mar (AM).
Comparacion de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

La mayor ganancia en peso de la fibra de L. cylindrica 1 podria atribuirse a la mejor eficiencia de
transferencia de masa como resultado de su mayor tamafio de poro, lo que facilitaria la adherencia
de microorganismos asi como el intercambio de gases y solutos (Saeed e Igbal, 2013). Por otra parte,
la adhesion de bacterias a una superficie ocurre mas facilmente en aquellas mas asperas e
hidrofébicas (Donlan, 2002). Las micrografias de la variedad 1 de la fibra (datos no presentados)

revelan una superficie menos homogénea y mas dspera que en la variedad 2.

No obstante lo anterior, para una misma variedad de L. cylindrica, la comparacién de medias indica
que no existen diferencia estadisticas significativas (1-a=0.95) en el incremento en peso de los
soportes entre los cultivos en agua destilada y agua de mar, ni entre los dos cultivos en agua de mar

con diferentes variedades de fibra de lufa.

En las microscopias de las fibras de lufa se observa la presencia de una biopelicula en todos los
tratamientos, siendo mds gruesa en la variedad 1. Los microorganismos se localizan
preferencialmente en las zonas de la fibra cubiertas por ésta (Figura 21a). En algunos casos, la
biopelicula llega a ser tan gruesa que forma grandes colonias sobre la superficie y al interior de las
fibras (Figura 21b). Es posible observar una red intrincada de hifas rodeando la biopelicula, aunque
también es posible encontrarlas en capas mas internas (Figura 21c). Por debajo de las hifas se

observan micro-canales tridimensionales por donde podria facilitarse la circulacion de gases,
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nutrientes y posiblemente de productos de descomposicion (d), asi como microorganismos

creciendo sobre y al interior de estos canales (Figura 21d y Figura 21e).
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Figura 21. Micrografia electrénica de barrido mostrando la biopelicula de los microorganismos asociados al grano de café crecidos
sobre la superficie de la fibra de Luffa cylindrica 1 en cultivos en agua de mar a las 72 h de incubacidn.
Biopelicula sobre la superficie de la fibra a 1 um (22a); 100 um (22b); 10 um (22c y 22d); 200 nm (22e). Fotografias tomadas por el
Laboratorio Avanzado de Nanoscopia Electrénica del CINVESTAV.

Las células que conforman una biopelicula tienen mayores oportunidades de adaptacion vy
supervivencia, ya que la matriz les proporciona proteccién frente a fluctuaciones ambientales,
especialmente en periodos de estrés (Donlan, 2002; Singh et al., 2006). De manera que los cultivos
mixtos que forman biopeliculas de manera natural, tienen gran potencial en aplicaciones de
biorremediacion, ya que se acelera la degradaciéon de compuestos contaminantes debido a las
interacciones fisicas y fisioldgicas de beneficio mutuo entre los diferentes grupos de organismos

(Singh et al., 2006).

Segln Reid y colaboradores (2006), el incremento en la salinidad induce una mayor produccion de
sustancias poliméricas extracelulares (SPE) y de exopolisacaridos (EPS) en los lodos activados.
Qurashi y Sabri (2012a y 2012b) investigaron el efecto de las sales en la formacién de biopeliculas
en diversas bacterias y encontraron, que en algunas especies, las sales inducen una mayor

formacién de biopeliculas y acumulacién de EPS.

Aunque se sabe que cuando en la inmovilizacién por adsorcidn estd involucrada la produccidn de

exopolimeros microbianos, la unidn de las células esta mediada por fuerzas de van der Waals y por
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interacciones idnicas o covalentes, a la fecha no existen modelos generales o reglas que expliquen

la unidn de las células a las superficies (Klein y Ziehr, 1990).

8.3.5 Cinéticas de crecimiento de células inmovilizadas en Luffa cylindrica

Con base en los resultados anteriores se decidié emplear la fibra vegetal L. cylindrica 1 para evaluar
el grado de adherencia de los microorganismos a la fibra en cultivos en agua destilada y agua de
mar. El Grafico 24 muestra la evolucién de la biomasa adherida a la fibra y la presente en el caldo
de cultivo. Inicialmente, el grano de café contribuye con la mayor parte de la biomasa asociada al
caldo de cultivo; posteriormente, tiende a disminuir, mientras que la biomasa bacteriana adherida
a la fibra vegetal tiende a incrementar tanto en cultivos en agua destilada (Grafico 24a) como en
agua de mar (Grafico 24b). La mayor biomasa inicial en cultivos en agua de mar, tanto en el caldo
de cultivo como en la fibra vegetal, se debe a procesos de sorcién de sales al papel filtro y al soporte,

respectivmante.
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Grafico 24. Incremento en biomasa en peso seco en cultivo liquido con L. cylindrica 1 como
soporte de inmovilizacién en agua destilada (24a) y agua de mar (24b).
m Grano verde de café y células libres presentes en el caldo de cultivo; = Microorganismos
inmovilizados en la fibra vegetal.
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Para contrarrestar el efecto de la sorcidon de sales, ésta se sustrajo de los datos anteriores,
obteniéndose las curvas de crecimiento de los microorganismos inmovilizados en la fibra de lufa. El
incremento de la biomasa microbiana fue mayor en los cultivos en agua de mar (Grafico 25). Los
datos de los cultivos de agua destilada se ajustaron a la ecuacién sigmoidal de Boltzmann
(R?=0.94178, u=0.11834 h), mientras que los cultivos en agua de mar al modelo exponencial
(R?=0.99529, u=0.16635 hl). En los cultivos en agua destilada, se observa una fase de latencia de 2
dias, seguido de un crecimiento exponencial de 12 h (48-60 h) y una fase estacionaria después de
60 h de cultivo. En contraposicion, los cultivos en agua de mar presentan un crecimiento gradual
(casi lineal) sin fase de latencia ni estacionaria, indicativo de que los microorganismos del GVC

toleran las sales y pueden crecer en ambientes salinos.
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Gréfico 25. Curvas de crecimiento en en peso seco, en cultivo liquido con L. cylindrica 1 como
soporte de inmovilizacién en agua destilada (DW) y agua de mar (SW).

Un mayor aumento de peso de los soportes y una menor biomasa en el medio de cultivo podrian
indicar que el agua de mar favorece el crecimiento de los microorganismos en la fibra vegetal. Para
confirmar lo anterior, la biomasa inicial, asociado principalmente al GVC, se sustrajo de la biomasa
asociada al caldo de cultivo. Hay un mayor descenso en la biomasa de las células libres en los cultivos
en agua de mar, con diferencias estadisticamente significativas a los 12, 36, 48 y 72 h (a=0.05 y
p=0.0181, p=0.0047, p=0.0139 y p=0.0168, respectivamente) entre ambos cultivos. Es suficiente un
periodo de inmovilizacién de 54 y 48 h para los cultivos en agua destilada y agua de mar,

respectivamente.

107



8.4 Cuarta etapa: Ensayos de degradacion de fenantreno (50
mg/L)

8.4.1 Experimentos de degradacion de fenantreno con células libres e
inmovilizadas en Luffa cylindrica 1 sin fuente primaria de carbono con un
periodo de incubacion de seis dias

Después del primer experimento de degradacion de Phe con 200 mg/L descrito en la Seccidén 8.2.5
con el cultivo mixto del GVC, se realizdé un experimento Dosis-Respuesta para evaluar la
concentracidon adecuada de Phe (50 mg/L). También se realizaron experimentos para evaluar el
potencial de los microorganismos del GVC aislados para crecer en hidrocarburos como Unica fuente
de carbono (Secciones 8.2.7 y 8.2.8). De esos experimentos se selecciond a C. orhtopsilosis y a F.

solani para realizar las primeras pruebas de degradacién con 50 mg/L de Phe.

Los resultados de estos experimentos a los seis dias de incubacién con el co-cultivo conformado por
C. orthopsilosis y F. solani se presentan en el Grafico 26. Los tratamientos definidosse presentan en
la Tabla 18.

Tabla 18. Tratamientos para los experimentos de degradacién en agua destilada por el co-

cultivo Candida orthopsilosis - F. solani, con células libres e inmovilizadas en Luffa cylindrica sin
glucosa.

Tratamiento Descripcion Tipo de Cultivo Biomasa

Control para evaluar la pérdida debido a i .
1 s . Células libres
procesos de foto-oxidacion del contaminante

Cc2 Control para evaluar la remocion abidtica Células libres Estéril

cC Tratamiento biolégico Células libres Activa

Control para evaluar la pérdida debido a 3 . o
L, . Células inmovilizadas
I-C1 procesos de foto-oxidacidn del contaminante o
. o . en L. cylindrica
con fibra de L. cylindrica sin colonizar

., . Células inmovilizadas .
1-C2 Control para evaluar la remocion abidtica o Estéril
en L. cylindrica

. L Células inmovilizadas .
I-CC Tratamiento bioldgico o Activa
en L. cylindrica

Condiciones: UE de 125 mL de capacidad nominal, con 40 mL de medio de cultivo sin glucosa y 50 mg/L de Phe, con un periodo de
incubacién de 6 dias.
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En los controles sin biomasa (C1) se recupero el 92.7% de la concentracién inicial (50 ppm), mientras
gue en los controles con fibra de lufa sin microorganismos (I-C1) el 95.99%. La comparacion de

medias indica que no existen diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) entre estos controles.
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Grafico 26. Fenantreno (Phe) residual en co-cultivos de Candida orthopsilosis y Fusarium solani al finalizar el periodo
de incubacion de 6 dias con células libres (C1, C2 y CC) y con células inmovilizadas (I-C1, I-C2 e I-CC).

C1: control con medio de cultivo y 50 ppm de Phe; C2: control con medio de cultivo, 50 ppm de Phe y biomasa estéril;
CC: tratamiento con medio de cultivo, 50 ppm de Phe y biomasa activa; I-C1: control con medio de cultivo, 50 ppm de
Phe y fibra de Luffa cylindrica estéril; 1-C2: control con medio de cultivo, 50 ppm de Phe y fibra de L. cylindrica con
biomasa inmovilizada estéril; I-CC: tratamiento con medio de cultivo, 50 ppm de Phe y fibra de L. cylindrica con
biomasa inmovilizada activa.

En los controles con biomasa inactiva (C2 e I-C2) se recuperd mayor cantidad de Phe que en los
controles sin biomasa (C1 e I-C1), sin embargo tampoco existen diferencias estadisticas significativas
(1-a=0.95) entre estos controles y los anteriores. En el tratamiento con células libres (CC) hubo una
remocién del 7.71%, mientras que en el tratamiento con células inmovilizadas (I-CC), el porcentaje
de remocién fue del 11.27%. No obstante lo anterior, no existen diferencias estadisticas
significativas (1-a=0.95) entre estos tratamientos con respecto a los controles sin inocular (C1 e I-

C1).
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8.4.2 Efecto del tiempo de incubacidon en la degradacion de fenantreno en
ausencia de fuente de carbono

8.4.2.1 Periodo de incubacion de nueve dias

Debido a los bajos porcentajes de remocién de Phe tanto en cultivos con células libres como con
células inmovilizadas, se sugirié ampliar el tiempo de incubacién a 9 dias y utilizar matraces mas
grandes para mejorar la aireacion, ya que las enzimas degradadoras de hidrocarburos en su mayoria
requieren de oxigeno molecular, por lo que en estos experimentos se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 40 mL de medio de cultivo, 50 mg/L de Phe y se cubrieron Unicamente
con tela para cirugia para incrementar aun mas el intercambio gaseoso. Los tratamientos se
presentan en la Tabla 19.

Tabla 19. Tratamientos para los experimentos de degradacién en agua destilada por el co-
cultivo Candida orthopsilosis - F. solani, con células libres sin glucosa.

Tratamiento Descripcion Tipo de Cultivo Biomasa

Control para evaluar la pérdida debido a ) .
C1 L . Células libres
procesos de foto-oxidacidn del contaminante

Cc2 Control para evaluar la remocidn abidtica Células libres Estéril

cC Tratamiento bioldgico Células libres Activa

Condiciones: UE de 250 mL de capacidad nominal, con 40 mL de medio de cultivo sin glucosa y 50 mg/L de Phe, cubiertos Unicamente
con tela para cirugia, con un periodo de incubacion de 9 dias.

Los resultados de degradacién a los 9 dias de incubacidn (Gréafico 27) muestran una eficiencia de
recuperacion del contaminante del 65.03 + 5.45% en los controles sin biomasa (C1) y del 71.87 +
2.48% en los controles con biomasa estéril (C2). La mayor remocién abidtica de Phe en C2 podria
deberse a una mayor inmovilizacion del contaminante debido a procesos de adsorcidn en la biomasa
muerta, ademas del Phe no solubilizado y retenido durante el filtrado de las muestras. Se observa
una mayor solubilizacion del Phe en los tratamientos con biomasa activa (CC) y menor remocion
abiotica.

La mayor remocién de Phe se obtuvo en los controles sin biomasa (C1), seguido de los co-cultivos
(CC). No obstante lo anterior, no se presentan diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) entre
los tratamientos con biomasa activa con respecto a los controles, tanto para el Phe residual presente

en medio de cultivo, como para el removido por procesos abidticos y para el Phe total. De lo anterior
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se concluye que ni la aireacidn ni el mayor tiempo de incubacidn tuvieron un efecto favorable en la

degracion del hidrocarburo.

[Phe] mg/L

c1 Cc2 CcC
Tratamiento

Medio Cultivo El Adsorbido a Papel Filtro y Biomasa

Gréfico 27. Fenantreno (Phe) residual en co-cultivos de Candida orthopsilosis y Fusarium solani al finalizar el
periodo de incubacién de 9 dias con células libres.
C1: control con medio de cultivo y 50 mg/L de Phe; C2: control con medio de cultivo, 50 mg/L de Phe y biomasa
estéril; CC: co-cultivo con medio de cultivo, 50 mg/L de Phe y biomasa activa. Comparacién de medias con LSD.
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

8.4.2.2 Periodo de incubacion de quince dias

Debido a que la mayor aireacién (dada por el mayor volumen de las UE) no tuvo el efecto deseado,
se decidié emplear nuevamente matraces de 125 mL ya que no se contaba con matraces de 250 mL
suficientes. Se decidié también ampliar el tiempo de incubacién a 15 dias y evaluar la capacidad de

degradacion del cultivo mixto del GVCy de cultivos axénicos de C. orthopsilosis y F. solani (Tabla 20).
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Tabla 20. Tratamientos para los experimentos de degradacidn en agua destilada con células
libres sin glucosa.

Tratamiento Descripcion Biomasa Microorganismos

Control para evaluar la pérdida debido a
procesos de foto-oxidacion del contaminante,
C1-AIT-AD-sG cubierto con tapdn de algoddn, tela para
cirugia y matraz cubierto completamente con
papel aluminio.

Control para evaluar la pérdida debido a
procesos de foto-oxidacion del contaminante,

C1-T-AD-sG . i i
cubierto con tapdn de algoddn y tela para
cirugia.
Control para evaluar la pérdida debido a
C1-AD-sG procesos de foto-oxidacidn del contaminante,

cubierto con tela para cirugia.

Control con cultivo axénico para evaluar la L. o
C2-CO-AD-sG .. . Estéril C. orthopsilosis
remocion abidtica

Control con cultivo axénico para evaluar la . .
C2-FS-AD-sG L, . Estéril F. solani
remocion abidtica

Control con co-cultivo para evaluar la remocién L. C. orthopsilosis -
C2-CC-AD-sG e Estéril .
abidtica F. solani

. . Cultivo mixto del
Control con cultivo mixto para evaluar la .
C2-GVC-AD-sG L . Estéril grano verde de
remocion abidtica

café
CO-AD-sG Tratamiento biolégico Activa C. orthopsilosis
FS-AD-sG Tratamiento biolégico Activa F. solani

C. orthopsilosis -

CC-AD-sG Tratamiento biolégico Activa .
F. solani

Cultivo mixto del

GVC-AD-sG Tratamiento biolégico Activa grano verde de

café

Condiciones: UE de 125 mL de capacidad nominal, con 40 mL de medio de cultivo sin glucosa y 50 mg/L de Phe, con un periodo de
incubacién de 15 dias.

Después de 15 dias de incubacion (Grafico 28), el porcentaje de recuperacion de Phe en el control
abiotico con tapdn de algoddn y papel de aluminio (C1-AIT-AD-sG) fue del 97.52 + 5.98% vy en el

cubierto Unicamente con tapdn de algoddn (C1-T-AD-sG) fue del 93.80 + 1.81%, sin diferencias
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estadisticas significativas (1-a=0.95), por lo que las pérdidas debido a procesos de foto-oxidacién
del contaminante no son significativas. En contraste, el porcentaje de recuperacién en el control 1
sin tapdén de algoddén (C1-AD-sG) fue del 55.00 +2.95%, con diferencias estadisticas significativas
(a=0.05, p<0.0001) entre este control y los anteriores. El mayor intercambio de gases de las
unidades experimentales sin tapdn de algodén favorece la evaporacion del contaminante (Burwood
y Speers, 1974; Lehr, 2001). Al finalizar el periodo de incubacién de 15 dias, el volumen del medio
de cultivo se reduce aproximadamente en un 50%. La pérdida debida a procesos de evaporacion del

contaminante fue superior al 38%.
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Grafico 28. Fenantreno (Phe) residual en cultivos axénicos y mixtos al finalizar el periodo de incubacién de 15 dias con células libres
en cultivo liquido sin fuente primaria de carbono en agua destilada.
Comparacion de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

El porcentaje de remocién de Phe en los tratamientos inoculados con el hongo filamentoso F. solani
(FS-AD-sG) fue del 47.29 +4.29%, mientras que los inoculados con la levadura C. orthopsilosis (CO-
AD-sG) del 45.74 +0.98%, el de los co-cultivos (CC-AD-sG) del 45.04 +3.73% y el del cultivo mixto
(GVC-AD-sG) del 27.12 #0.13%, con diferencias estadisticas significativas entre este Ultimo
tratamiento y los demas (a=0.05, p<0.0001). La comparacién de medias indica que no hay
diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) entre los tratamientos con biomasa activa ni entre

el control abidtico sin tapdn de algoddn (C1-AD-sG, 45.00 £2.95%).

Con respecto a los controles con biomasa inactiva, Unicamente el tratamiento con los
microorganismos del grano verde de café (C2-GVC-AD-sG) difiere estadisticamente de los demas,

siendo mayor la concentracién de Phe residual en este control en un 16.40 +0.92%. En lo que
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respecta a la adsorcién del contaminante a la biomasa, los cultivos de F. solani (C2-FS-AD-sG) y del
cultivo mixto (C2-GVC-AD-sG) presentaron una mayor adsorcién del contaminante a la biomasa'y al
papel filtro, seguido de los co-cultivos (C2-CC-AD-sG) y por ultimo de los inoculados con la levadura

C. orthopsilosis (C2-CO-AD-sG).

Los resultados de los experimentos anteriores sugieren que bajo las condiciones de cultivo
empleadas, si bien los microorganismos evaluados son capaces de utilizar el Phe como fuente de
carbono, sus mecanismos enzimaticos no estan tan especializados como los de otros para
metabolizar altas concentraciones del contaminante . Por ejemplo, Wiesel y colaboradores (1993)
emplearon un cultivo mixto para degradar mezclas de hidrocarburos poliaromaticos (33 mg/L de
dibenzofurano, 40 mg/L de dibenzotiofeno, 11 mg/L de fluoreno, 175 mg/L de Phe, 10 mg/L de
antraceno, 60 mg/L de fluoranteno y 50 mg/L de pireno) con células libres e inmovilizadas en arcilla
granular. Para los experimentos de degradacidn realizados en matraces Erlenmeyer de 100 mL, los
autores reportan porcentajes de degradacién de Phe y antraceno del 77 y 61%, respectivamente,
después de 6.5 dias de incubacion con células libres. Las células inmovilizadas mostraron un
crecimiento estable asi como un potencial de degradacion equivalente al de las células en

suspension.

8.4.3 Efecto de la adicion de glucosa como fuente primaria de carbono en
la degradacion de fenantreno

8.4.3.1 Cultivos en agua destilada con células libres

Con base en los resultados anteriores se decidio agregar 6 g/L de glucosa como fuente primaria de
carbono para favorecer la degradacion cometabdlica del Phe. Las condiciones de cultivo fueron las

mismas que en el experimento anterior (Seccidn 8.4.2.2), los tratamientos fueron los siguientes:
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Tabla 21. Tratamientos para los experimentos de degradacidn en agua destilada con células
libres con glucosa.

Tratamiento Descripcion Biomasa Microorganismos

Control para evaluar la pérdida debido a procesos
de foto-oxidacion del contaminante, cubierto con

C1-AIT-AD-cG ; ) o
tapdn de algodon, tela para cirugia y matraz
cubierto completamente con papel aluminio.
Control para evaluar la pérdida debido a procesos
C1-T-AD-cG de foto-oxidacion del contaminante, cubierto con

tapdn de algoddn y tela para cirugia.

Control para evaluar la pérdida debido a procesos
C1-AD-cG de foto-oxidacion del contaminante, cubierto con
tela para cirugia.

Control con cultivo axénico para evaluar la .
C2-CO-AD-cG Estéril

L - C. orthopsilosis
remocion abidtica

Control con cultivo axénico para evaluar la L. .
C2-FS-AD-cG . o Estéril F. solani
remocion abidtica

Control con co-cultivo para evaluar la remocion . C. orthopsilosis-F.
C2-CC-AD-cG Estéril

abidtica solani

Control con cultivo mixto para evaluar la remocién Cultivo mixto del

C2-GVC-AD-cG Estéril

abidtica

grano verde de café

CO-AD-cG Tratamiento biolégico Activa C. orthopsilosis
FS-AD-cG Tratamiento biolégico Activa F. solani
. o . C. orthopsilosis-F.
CC-AD-cG Tratamiento biolégico Activa .
solani
. S . Cultivo mixto del
GVC-AD-cG Tratamiento biolégico Activa

grano verde de café

Condiciones: UE de 125 mL de capacidad nominal, con 40 mL de medio de cultivo con 6 g/L de glucosa y 50 mg/L de Phe, con un
periodo de incubacién de 15 dias.

En términos generales, el Phe residual disminuyd en los cultivos con glucosa como fuente primaria
de carbono (Grafico 29). El porcentaje de recuperacion del contaminante en los controles abidticos
C1-AIT-AD-cG, C1-T-AD-cG y C1-AD-cG fue del 85.85 +5.31%, 82.07 +1.70% y 32.47 +2.10%,
respectivamente. Lo anterior implica una disminucién en la recuperacion entre el 11.68 al 11.73%

en los controles con tapon de algoddn y del 22.54% en el control sin tapdn con respecto a los
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controles abidticos sin glucosa (C1-AlT-AD-sG, C1-T-AD-sG y C1-AD-sG, Seccion 8.4.3). No se
presentan diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) entre los controles abidticos con tapon
de algoddn (C1-AIT-AD-cG y C1-T-AD-cG), pero si entre éstos y el control si tapdn (C1-AD-cG, a=0.05,
p<0.0001), de manera que los procesos fisicos tienen mayor efecto sobre el contaminante que los

guimicos como la foto-oxidacién.

La mayor remocion de Phe en los tratamientos bioldgicos con glucosa se presenté en los cultivos
inoculados con el cultivo mixto del grano verde de café (GVC-AD-cG, 83.29 +2.31%), seguido del
tratamiento con F. solani (FS-AD-cG, 77.81 +3.43%), con diferencias estadisticas significativas
(a=0.05, p<0.0001) entre estos tratamientos bioldgicos (a=0.05, p<0.0001) y el control abiético (C1-
AD-cG). Lo anterior sugiere que la adicidon de glucosa favorecié la remocion cometabdlica del

contaminante en estos tratamientos.

No se presentan diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95) en la concentracidn total de Phe
residual en los controles con biomasa estéril. Los tratamientos que generan mayor biomasa (C2-FS-
AD-cG y C2-GVC-AD-cG) presentan mayor remocion abidtica y menor concentracién de Phe en

medio de cultivo.

El Phe residual disminuyd en los cultivos con glucosa en relacion con los que no tienen fuente
primaria de carbono. En términos generales la diferencia porcentual entre los controles con biomasa
estéril es menor al 10%, con excepcion de los tratamientos C2-GVC-AD-sG y C2-GVC-AD-cG que es
del 11.5%. Es posible que las variaciones en la temperatura ambiental, por la época del afio,
influyeran en los procesos de evaporacién. Los tratamientos bioldgicos con glucosa presentan picos
adicionales con tiempos de retencién menores a los del contaminante de interés, lo que sugiere la
presencia de metabolitos parcialmente oxidados debido a la transformacion bioldgica del

contaminante.
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Grafico 29. Fenantreno (Phe) residual en cultivos axénicos y mixtos al finalizar el periodo de incubacién de 15 dias con células libres
en agua destilada con 6 g/L de glucosa como fuente primaria de carbono.

C1: control abidtico para evaluar la pérdida debido a procesos de foto-oxidacién del contaminante; C2: control con biomasa estéril
para evaluar la remocién abidtica; T: UE cubierta con tapdn de algodon y tela para cirugia; Al: UE cubierta completamente con papel
aluminio; AD: cultivos en agua destilada; AM: cultivos en agua de mar; CO: cultivos inoculados con C. orthopsilosis; FS: cultivos
inoculados con F. solani; GVC: cultivos inoculados con el cultivo mixto del grano verde de café.

Comparacién de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

8.4.3.2 Cultivos en agua destilada con células inmovilizadas

Con respecto a los experimentos de degradacion de Phe con cultivos en agua destilada y células
inmovilizadas se definieron los mismos tratamientos que en la seccidn anterior (Tabla 22). En el
Gréfico 30 se presenta el Phe residual presente tanto en medio de cultivo como el adsorbido a
biomasa y al papel filtro. En el control abidtico con tapdn de algoddn y papel aluminio (I-C1-AIT-AD-
cG) se recuperd el 67.14 +1.80% del contaminante, mientras que en el control con tapén de algoddn
(I-C1-T-AD-cG) se recuperd el 57.18 +3.72% y en el control con tela para cirugia (I-C1-AD-cG) se
recuperé el 47.43 £6.09%. Las pérdidas del contaminante debido a procesos fisico-quimicos son
cercanas al 20%. Se presentan diferencias estadisticas significativas entre éstos tres controles

(2=0.05, p<0.0001).
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Tabla 22. Tratamientos para los experimentos de degradacién en agua destilada con células
inmovilizadas con glucosa.

Tratamiento Descripcion Biomasa Microorganismos

Control para evaluar la pérdida debido a procesos
de foto-oxidacion del contaminante, con fibra de L.
I-C1-AIT-AD-cG cylindrica sin colonizar, cubierto con tapon de
algoddn, tela para cirugia y matraz cubierto
completamente con papel aluminio

Control para evaluar la pérdida debido a procesos

de foto-oxidacion del contaminante, con fibra de L.
I-C1-T-AD-cG o . . .
cylindrica sin colonizar, con cubierto con tapdn de

algoddn y tela para cirugia

Control para evaluar la pérdida debido a procesos

I-C1-AD-cG de foto-oxidacién del contaminante, con fibra de L.
-C1-AD-c
cylindrica sin colonizar, cubierto con tela para

cirugia

Control con cultivo axénico para evaluar la
I-C2-CO-AD-cG remocion abidtica con biomasa inactiva Estéril C. orthopsilosis
inmovilizada en fibra de de L. cylindrica

Control con cultivo axénico para evaluar la
I-C2-FS-AD-cG remocion abidtica con biomasa inactiva Estéril F. solani
inmovilizada en fibra de de L. cylindrica

Control con co-cultivo para evaluar la remocién .
s . . - - . L. C. orthopsilosis-F.
|-C2-CC-AD-cG abidtica con biomasa inactiva inmovilizada en fibra Estéril (ani
solani
de de L. cylindrica

Control con cultivo mixto para evaluar la remocién . .
L. . . . o . L. Cultivo mixto del
I-C2-GVC-AD-cG  abidtica con biomasa inactiva inmovilizada en fibra Estéril )
. grano verde de café
de de L. cylindrica

Tratamiento biolégico con biomasa inmovilizada . o
I-CO-AD-cG ) o Activa C. orthopsilosis
en fibra de de L. cylindrica

Tratamiento biolégico con biomasa inmovilizada . .
I-FS-AD-cG ) o Activa F. solani
en fibra de de L. cylindrica

Tratamiento bioldgico con biomasa inmovilizada . C. orthopsilosis-F.
|1-CC-AD-cG . L Activa .
en fibra de de L. cylindrica solani
Tratamiento bioldgico con biomasa inmovilizada . Cultivo mixto del
I-GVC-AD-cG . o Activa 3
en fibra de de L. cylindrica grano verde de café

Condiciones: UE de 125 mL de capacidad nominal, con 40 mL de medio de cultivo con 6 g/L de glucosa y 50 mg/L de Phe, con un
periodo de incubacién de 15 dias.
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La concentracién de Phe residual en los tratamientos bioldgicos es comparable con la de los
controles abidticos, y aunque existen diferencias estadisticas significativas entre algunos
tratamientos bioldgicos, la concentracion de Phe residual total en ninguno de ellos es
significativamente menor (1-a=0.95) a la del control abiético (I-C1-AD-cG). De manera que la

inmovilizacién de los microorganismos no favorecio la remocién del contaminante.

No se presentan diferencias significativas (1-a=0.95) en la concentracion de Phe residual total en los
controles con biomasa inactiva, pero si en lo adsorbido a biomasa y papel filtro (a=0.05, p<0.0001).
Los tratamientos con mayor remocidn abidtica corresponden a los inoculados con F. solaniy con los
microorganismos asociados al grano verde de café (I-FS-AD-cG e I-GVC-AD-cG, respectivamente)

gue son los que generan mayor biomasa.

60 -

40

[Phe] mg/L

20 -

10 4

Tratamiento

OO Medio de Cultivo OAdsorbido a Papel Filtro y Biomasa
Grafico 30. Fenantreno (Phe) residual en cultivos axénicos y mixtos al finalizar el periodo de incubacién de 15 dias con células
inmovilizadas en fibra de Luffa cylindrica Roem en agua destilada con 6 g/L de glucosa como fuente primaria de carbono.
I: cultivos con células inmovilizadas; C1: control abidtico para evaluar la pérdida debido a procesos de foto-oxidacion del
contaminante; C2: control con biomasa estéril para evaluar la remocion abidtica; T: UE cubierta con tapon de algodén y tela para
cirugia; Al: UE cubierta completamente con papel aluminio; AD: cultivos en agua destilada; AM: cultivos en agua de mar; CO:

cultivos inoculados con C. orthopsilosis; FS: cultivos inoculados con F. solani; GVC: cultivos inoculados con el cultivo mixto del grano
verde de café. Comparacion de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

En términos generales se recuperd mas Phe en los controles abidticos de los cultivos en suspension
(C1-AIT-AD-cG y C1-T-AD-cG, Seccién 8.4.4) que en los cultivos inmovilizados (I-C1-AIT-AD-cG y I-C1-
T-AD-cG), pero el porcentaje de recuperacién de los controles abiéticos de los cultivos inmovilizados
fue mayor que su contraparte con células en suspensién. La degradacidn biolégica del Phe fue mayor

en los cultivos con células libres.
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8.4.3.3 Cultivos en agua de mar con células libres e inmovilizadas

Para los experimentos en agua de mar, se decidid agregar glucosa como fuente primaria de carbono.
Debido a que en los experimentos con células libre en agua destilada (Seccién 8.4.4) la mayor
remocion del contaminante se obtuvo con el cultivo del grano verde de café y, en los experimentos
con células inmovilizadas (Seccion 8.4.5) no hubo diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95)
entre el cultivo axénico de F. solani y el cultivo de GVC, se decidié trabajar con éste ultimo
Unicamente. Se definieron seis tratamientos, tres con células en suspension y tres con células

inmovilizadas (Tabla 23).

Tabla 23. Tratamientos para los experimentos de degradacién en agua de mar con células
libres e inmovilizadas en Luffa cylindrica con glucosa.

Tratamiento Descripcion Tipo de Cultivo Biomasa

Control para evaluar la pérdida debido
C1-AM-cG a procesos de foto-oxidacion del Células libres
contaminante

Control para evaluar la remocion , . L.
C2-GVC-AM-cG . Células libres Estéril
abidtica

GVC-AM-cG Tratamiento bioldgico Células libres Activa

Control para evaluar la pérdida debido

1-C1-AM-cG a procesos de foto-oxidacion del Células inmovilizadas
-C1-AM-c
contaminante con fibra de L. cylindrica en L. cylindrica
sin colonizar
Control para evaluar la remocion Células inmovilizadas .
I-C2-GVC-AM-cG . o Estéril
abidtica en L. cylindrica

. S Células inmovilizadas .
I-GVC-AM-cG Tratamiento biolégico . Activa
en L. cylindrica

Condiciones: UE de 125 mL de capacidad nominal, con 40 mL de medio de cultivo sin glucosa y 50 mg/L de Phe, con un periodo de
incubacion de 15 dias.

En los cultivos con células en suspension (Grafico 31) se presentan diferencias estadisticas
significativas (a=0.05, p=0.0366) en la remocidn de Phe entre el control abiético (C1-AM-cG) y el
tratamiento biolégico (GVC-AM-cG), siendo mayor un 9.95% en este Ultimo. La eficiencia de
recuperacion del contaminante en el control con biomasa inactiva (C2-GVC-AM-cG) fue elevada
(91.86 £11.76%). Los tratamientos con células inmovilizadas mostraron un comportamiento similar.

Existen diferencias estadisticas significativas (a=0.05, p=0.0018) entre el control abiético con células
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inmovilizadas (I-C1-AM-cG) y el tratamiento bioldgico (I-GVC-AM-cG), siendo un 17.06% mayor en
este ultimo. La eficiencia de recuperacién del contaminante en el control con biomasa inactiva (I-

C2-GVC-AM-cG) fue del 79.28 £9.54%.
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C1-AM-cG C2-GVC-AM-cG GVC-AM-cG I-C1-AM-cG I-C2-GVC-AM-cG I-GVC-AM-cG

Tratamiento

E Medio de Cultivo E1Adsorbido a Papel Filtro y Biomasa
Grafico 31. Fenantreno (Phe) residual en cultivos axénicos y mixtos al finalizar el periodo de incubacidn de 15 dias con células libres

e inmovilizadas en fibra de Luffa cylindrica en agua de mar con 6 g/L de glucosa como fuente primaria de carbono.
Comparacion de medias con LSD. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

El porcentaje de recuperacion de Phe en los controles abidticos C1-AM-cG y I-C1-AM-cG fue del
69.43 +3.40% y 62.63 £2.10%, respectivamente, sin diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95).
La eficiencia de extraccidn del contaminante en los controles con biomasa inactiva fue un 12.58%
mayor en los cultivos con células libres; sin embargo la comparacién de medias indica que no existen
diferencias estadisticas significativas (1-a=0.95). Se presentan diferencias estadisticas significativas
(a=0.05, p=0.0010) en la remocién de Phe entre los tratamientos bioldgicos en agua mar, siendo un
7.11% mayor en los cultivos con células inmovilizadas en la fibra de lufa (I-GVC-AM-cG). Lo anterior
sugiere que la inmovilizacién de los microorganismos asociados al grano verde de café en la fibra

vegetal favorece la degradacién del contaminante en cultivos en agua de mar.

La adicién de glucosa al medio de cultivo favorecio la degradacién del contaminante en cultivos en
agua destilada con células libres y en agua de mar, tanto en cultivos con células en suspension como
inmovilizadas en la fibra de lufa. En los cultivos en agua destilada con células libres se mejoré la
remocidn del Phe fue un 10 y 15% en los cultivos inoculados con el hongo filamentoso F. solani y

con el cultivo mixto del grano verde de café (GVC), respectivamente; mientras que en los cultivos
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en agua de mar, la mejora en la remocién fue del 9.95% y del 17.06% en los tratamientos con células

libres e inmovilizadas, respectivamente.

Si bien la adiciéon de una fuente al medio de cultivo mejora la degradacién cometabdlica del
hidrocarburo, la evaporacidn es el factor fisico mas importante en la remocion del contaminante en
cultivos liquidos. Valores mayores a 1.0 x 10® mm Hg en la presién de vapor y una constante de
Henry (Hc) mayor a 1 x 10 atm-m3/mol indican un potencial de evaporacién alto. El fenantreno
posee una presién de vapor de 6.8 x 10* mm Hg y una H. de 5.4041 x 103 atm-m3/mol lo que refuerza

los resultados obtenidos (Mackay y Shiu, 1981; Wick et al., 2011).

No obstante lo anterior, con base en experimentos realizados previamente, en donde se utilizd
diesel como unica fuente de carbono tanto para aislar a los microorganismos del grano de café como
para crecerlos en cultivo sélido antes del proceso de inoculacion en cultivo liquido, es posible que
los microorganismos degraden mezclas de hidrocarburos como la gasolina, diesel y otros

combustibles con hidrocarburos alifaticos saturados e insaturados de cadena corta.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Primera etapa

Se aislaron un total de siete microorganismos tolerantes a diesel, 3 hongos filamentosos (Aspergillus
niger, Fusarium solani y Fusarium oxysporum), 2 levaduras (Candida orthopsilosis y Rhodotorula

mucilaginosa) y dos bacterias (Pseudomonas putida y Klebsiella variicola).

9.2 Segunda etapa

La mejores condiciones para producir el inéculo del grano verde de café se obtuvieron con un nivel

intermedio (0.42 a 0.86 mm) de tamafio de particula y nivel alto de humedad (40% de la CRA).

El agua de mar inhibié la actividad de la enzima galactosa oxidasa y el estrés generado por el agua
de mar en los microorganismos ocasiona una mayor actividad especifica de la enzima glucosa
oxidasa. No fue posible determinar si el fenantreno tiene alglin efecto en la actividad de la enzima

glucosa oxidasa.

En cuanto al efecto de los nutrientes y del emulsificante, Unicamente las fuentes inorgdnicas de
nitrégeno y fosforo tuvieron un efecto significactivo en la degradacion de fenantreno a los 9 dias de

cultivo.

La relacién C(100):N(10) no favorecio la actividad metabdlica del cultivo mixto del grano verde de
café para degradar 200 mg/L de fenantreno tanto en cultivos en agua destilda como en agua de

mar. La remocidn del contaminante se debe principalmente a procesos de sorcién.

El sistema bioldgico presentd una respuesta favorable en el experimento Dosis-Respuesta con una

concentracién de 50 mg/L de fenantreno, mientras que con 200 mg/L no.

De los microorganismos aislados con anterioridad, Unicamente F. solani y C. orthopsilosis fueron
capaces de crecer en placa en un medio mineral minimo (Bushnell-Haas) con diesel como Unica
fuente de carbono y en cultivo liquido con fenantreno como fuente de carbono. Ambos

microorganismos muestran un crecimiento acelerado, con fase de latencia corta o sin ella.
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9.3 Tercera etapa

La variedad 1 de la fribra de estropajo Luffa cylindrica promovié una mayor adherencia de
microorganismos que la variedad 2, tanto en cultivos en agua destilada como en cultivos en agua de
mar. Aunque hay mas disponibilidad de azucares totales y de fésforo en el caldo de cultivo con la
variedad 1 de la fibra a los 4 y 9 dias, los analisis por espectroscopia en el infrarrojo cercano indican
gue no hay diferencias en la composicidn quimica entres estas dos fibras vegetales; por lo que es
posible que el mayor tamano de poro sea el factor que mas incide en la adherencia de los

microorganismos al soporte.

Los microorganismos del grano verde de café fueron capaces de crecer en agua de mar y de formar
biopeliculas. El agua de mar promueve una mayor adherencia de los microorganismos al soporte

que el agua destilada.

9.4 Cuarta etapa

Del conjunto de experimentos realizados tanto con el cultivo mixto, como con cultivos axénicos y

co-cultivos, se tiene lo siguiente:

La aireacion y el tiempo de incubacion no tuvieron efecto en la remocidn de fenantreno por los

microorganismos del grano verde de café, ya sea como cultivo mixto, cultivo axénico o co-cultivo.

La adicién de glucosa favorecio la remocion cometabdlica del contaminante en cultivos con células
libres en agua destilada inoculados con F. solani'y con el cultivo mixto del grano verde de café, pero
no tuvo un efecto favorable en cultivos con células imovilizadas. La inmovilizacion de los
microorganismos no favorecid la actividad catalitica, siendo mayor la degradacién bioldgica del

fenantreno en los cultivos con células libres.

En los cultivos en agua de mar con glucosa, hubo mayor remocidn biolégica tanto en los cultivos con
células en suspensidon como en los cultivos con células inmovilizadas. La inmovilizacion de las células
en agua de mar favorecio la remociéon del contaminante un 7% mads con respecto a los cultivos con

células en suspension.
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9.5 Conclusiones generales y perspectivas

Aungue algunos de los microorganismos aislados del grano verde de café pueden crecer en medio
de cultivo con diesel como Unica fuente de carbono, sus mecanismos enzimaticos no estan tan
especializados para metabolizar altas concentraciones de fenantreno. Aunque en este trabajo no se
evalud la habilidad de éstos para competir con la microflora presente en ambientes acuaticos con
derrames ocasionales de petrdoleo como el Golfo de México, no se recomienda emplearlos en
estudios de bioaumentacién. Una alternativa seria inmovilizar a la microflora presente en aguas
contaminadas con hidrocarburos del petrdleo en el grano de café o en la fibra de lufa, o bien en otro

soporte, y evaluar su efecto en la degradacidn de éstos.

Las propiedades de la fibra de lufa hacen de ella un buen soporte de inmovilizacién; sin embargo,
debido a que la mayoria de los hidrocarburos son menos densos que el agua, es importante
funcionalizarla para incrementar su flotabilidad, de manera que el sistema inmovilizado se

mantenga en la interface aceite-agua que es en donde se lleva a cabo la degradacion.
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ANEXOS

Anexo A: Analisis de varianza y de regresion del disefio de

experimentos Plackett-Burman
9 Dias

Modelo de Regresion (Tipo )

Adjuste
Coeficiente

Factor Estimado

Intercepto 47.59
A-NaNOs3 -20.56
B-Peptona 13.45
C-KH2PO4 -16.36
D-MgS04.7H:0 4.75
E-CaCOs -13.51
F-FeS04.7H20 9.02
G-Tween 80 al 4% 0.61
CtrPt 1 -12.81

ANOVA para el modelo factorial seleccionado

Modelo

Valor de p

0.0094
0.0214

0.0146
0.1408
0.0334
0.0459
0.7896

0.0739

Andlisis de varianza tabla [Suma Parcial de Cuadrados- Tipo Ill]

Suma de
Fuente Cuadrados GL
Modelo 7353.20 7
A-NaNO; 3042.55 1
B-Peptona 1303.14 1
C-KHPO4 1927.47 1
D-MgS04.7H,0 162.74 1
E-CaCO3 821.54 1
F-FeS04.7H,0 586.34 1
G-Tween 80 al 4% 2.67 1
Curvature 347.72 1
Pure Error 57.71 2
Cor Total 7758.64 10

Cuadrado
Medio
1050.46

3042.55
1303.14

1927.47
162.74

821.54
586.34

2.67
347.72

28.85

No Ajustado Modelo
Coeficiente

Estimado Valor de p
43.82

-20.93 0.0168

13.08 0.0566

-16.74 0.0305

5.13 0.3210

-15.02 0.0689

9.40 0.1181

0.99 0.8343

Valor Valor
De F Prob > F

36.41 0.0270 significativo
105.44 0.0094
45.16 0.0214
66.80 0.0146
5.64 0.1408
28.47 0.0334
20.32 0.0459
0.093 0.7896
12.05 0.0739
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