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RESUMEN

La contaminacién de ambientes interiores es un tema de cuidado por los riesgos
gue esta conlleva a la salud. Segun esto, se han desarrollado distintas estrategias
que permitan tratar este aire contaminado, entre las que se encuentra la
biofiltracion. Esta posee las ventajas de ser mas barata y generar menor
contaminacion secundaria, en comparacion con otros métodos fisicoquimicos.
Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) son uno de los componentes de
la contaminacién de aires interiores, los cuales son producidos en la combustién
incompleta de combustibles organicos. Un HPA modelo corresponde al naftaleno,
para el cual se encuentra descrita la via de degradacion en bacterias y en menor
medida en hongos. A pesar de esto, este compuesto es dificil de degradar en un
sistema de biofiltracién, para lo cual se ha propuesto que se podria utilizar un
consorcio entre el hongo filamentoso Fusarium solani y la bacteria Rhodococcus
erythropolis. Sin embargo, a lo largo de la operacion de un biofiltro con este
consorcio como indculo inicial, este consorcio es desplazado por otros
microorganismos del ambiente, lo cual conlleva una disminucion de la eficiencia

de remocidn del contaminante. El objetivo de este trabajo es estudiar este cambio

iX



en la comunidad del biofiltro para asi poder encontrar microorganismos que estén
mejor adaptados a las condiciones de biofiltracion y que aun asi puedan
mantener una alta tasa de remocion de los contaminantes.

Para llevar esto a cabo, se montd un sistema de biofiltracion de vapores de
naftaleno en el cual se utiliz6 como indculo inicial F. solani y R. erythropolis.
Luego de la fase de aclimatacion del biofiltro se realizaron pruebas de carga y de
flujo para poder medir el rendimiento de este biofiltro. Ademas, para poder
conocer las comunidades microbianas presentes al comienzo y al final de la
operacion de este biofiltro, se tomaron muestras del biofiltro en ambos tiempos,
las cuales fueron estudiadas mediante metabarcoding del marcador ribosomal
16S y también mediante prediccion funcional con la herramienta PICRUSt2 para
bacterias y el marcador ITS para hongos.

Posteriormente, luego de la operacion del biofiltro, se aislaron microorganismos
desde éste, los cuales también fueron identificados mediante el marcador
ribosomal 16S y analizados mediante prediccion funcional con la herramienta
PICRUSt2 para bacterias y el marcador ITS para hongos. Utilizando los
microorganismos aislados se inoculé un segundo biofiltro el cual fue operado en
paralelo con el primer biofiltro para comparar el rendimiento de ambos biofiltros
durante una segunda fase de aclimatacion y nuevas pruebas de carga y de flujo.
Los principales resultados mostraron que el indculo del biofiltro fue desplazado
luego de la operacion de éste. Las bacterias que se aislaron al final de la

operacion representaron a una pequefa parte de las bacterias presentes en el



Xi

biofiltro. A pesar de esto, el segundo biofiltro tuvo un menor tiempo de
aclimatacion con una eficiencia de remocion similar a la del primer biofiltro. Por
altimo, la prediccién funcional utilizada no permitié encontrar la via completa de
degradacion de naftaleno, faltando enzimas claves de la degradacion tanto en la
comunidad del biofiltro como en los aislados.

Estos resultados en conjunto muestran que se pueden mejorar las caracteristicas
de un biofiltro para el tratamiento de vapores de naftaleno utilizando
microorganismos provenientes de biofiltros anteriores que se encuentran mejor

adaptados a las condiciones de biofiltracion.
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ABSTRACT

Indoor air pollution is a matter of care due to its health risks. Given this, different
strategies have been developed to treat polluted air, including biofiltration. This
strategy is cheaper and generates less secondary pollution, compared to other
physicochemical methods. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are one of
the components of indoor air pollution, which are produced in the incomplete
combustion of organic fuels. Naphthalene is a model PAH, for which its
degradation pathway has been described in bacteria and in less degree in fungi.
Despite this, this compound is difficult to degrade in a biofiltration system, for
which it has been proposed that a consortium between the filamentous fungus
Fusarium solani and the bacterium Rhodococcus erythropolis could be used.
However, throughout the operation of a biofilter with this consortium as its initial
inoculum, this consortium is displaced by other microorganisms from the
environment, which leads to a decrease in the removal efficiency of the
contaminant. This work aims to study this change in the biofilter community to find
microorganisms that are better adapted to biofiltration conditions and that can still

maintain a high rate of contaminant removal.
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To carry this out, a biofiltration system of naphthalene vapors was set up, in which
F. solani and R. erythropolis were used as initial inoculum. After the
acclimatization phase of the biofilter, load and flow tests were carried out to
measure the performance of this biofilter. In addition, to know the microbial
communities present at the beginning and end of the operation of this biofilter,
biofilter samples were taken at both times, which were studied by metabarcoding
the 16S ribosomal marker and also by functional prediction with PICRUSt2.
Subsequently, after the operation of this biofilter, microorganisms were isolated
from it, which were identified with the ribosomal 16S marker and also analyzed by
functional prediction with PICRUSt2. A second biofilter was inoculated with the
isolated microorganisms, and operated in parallel with the first biofilter to compare
the performance of both biofilters during a second acclimatization phase and new
load and flow tests.

The main results corresponded to the fact that the initial community of the biofilter
was displaced after its operation. The bacteria that were isolated at the end of the
operation represented a small part of the bacterial population present in the
biofilter. Despite this, the second biofilter had a shorter acclimation time with a
removal efficiency similar to the first biofilter. Finally, the functional prediction did
not allow us to find the complete naphthalene degradation pathway, with missing

key degradation enzymes both in the biofilter populations and in the isolates.
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These results together show that the characteristics of a biofilter for the treatment

of naphthalene vapors can be improved by using microorganisms from previous

biofilters that are better adapted to biofiltration conditions.

Xiv



INTRODUCCION

1.1 Contaminacién de espacios interiores y soluciones actuales

La contaminacion de ambientes interiores es un tema de cuidado considerando
los riesgos para la salud que los contaminantes pueden ocasionar al estar
presentes dentro de recintos cerrados (Spengler & Sexton, 1983) y que las
personas pasan la mayor parte de su tiempo en este tipo de recintos (Leung,
2015). A pesar de que seria esperable que la contaminacién en el aire del interior
de los ambientes sea menor que la contaminacion del aire exterior debido a un
efecto barrera que podrian provocar las paredes de un edificio, al recopilar
estudios que comparan ambos tipos de contaminacién se observa que la mayoria
de las veces el aire interior posee una mayor cantidad de contaminacién que el
aire exterior (C. Chen & Zhao, 2011; Leung, 2015). Entre los contaminantes
dafiinos para la salud se encuentran el humo de cigarro, monéxido de carbono
(Spengler & Sexton, 1983), compuestos organicos volatiles (COVs), material
particulado e hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS), entre otros (Luengas
y col., 2015). La mejor forma de reducir estos contaminantes corresponde a la
ventilacion. Sin embargo, a menudo ésta no es posible debido a problemas como

el clima o contaminacién externa. En estos casos es necesario utilizar
1



tecnologias para disminuir estos contaminantes. Actualmente, los métodos
disponibles para la purificacion de aire de interior incluyen la combinacion de

filtracion, ionizacion, absorcion y fotocatélisis (Luengas y col., 2015).

1.2 Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) son compuestos dafiinos para
la salud producidos en la combustiébn incompleta de combustibles organicos
(Diaz-Robles et al., 2014; Pino-Cortés et al., 2015; Pozo et al., 2015). Distintos
HPASs se han relacionado con un aumento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, cancer y otras enfermedades cronicas (Sioutas
et al., 2005). Debido a su alto punto de ebullicién, los HPAs se encuentran en el
ambiente como material particulado (MP) que puede penetrar en el pulmén
humano (Diaz-Robles et al., 2014; Pino-Cortés et al., 2015; Pozo et al., 2015), y
luego entrar al torrente sanguineo y ser distribuidos a los diferentes tejidos
(Nemmar et al., 2002). Tsapakis et al. (2002) analizé la composicion quimica del
MP de la ciudad de Temuco, una de las ciudades mas contaminadas de Chile
debido a la quema residencial de biomasa, encontrando altos niveles de HPAs
entre los que destacaron benzo(a)pireno, benzoantraceno, naftaleno vy
fenantreno.

El naftaleno, el HPA que se utiliz6 como compuesto modelo durante este trabajo,
es ademas considerado un compuesto organico semi-volatil debido a su alta

presién de vapor, la cual es la mas alta dentro del grupo de los HPAs (Jia &



Batterman, 2010). Histéricamente, este compuesto recibié poca atencidén hasta
que se describio su capacidad carcinogénica en ratones (Jia & Batterman, 2010;

Preuss et al., 2003).

1.2.1 Degradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos

Se han descrito distintas vias relacionadas con la degradacion de HPAs en suelos
(Ghosal et al., 2016), incluyendo las vias de degradacion de benzo(a)pireno,
pireno, fenantreno y naftaleno, que contienen 5, 4, 3 y 2 anillos aromaticos,
respectivamente (Peng et al., 2008). Estas vias se han estudiado principalmente
para su uso en biorremediacién tanto por bacterias como hongos (Rafin et al.,
2006; Song et al., 2011). Estos mecanismos de degradacion se caracterizan por
necesitar oxigeno para la iniciacion de la ruptura de los HPAs (Boyd & Sheldrake,
1998) ya que el primer paso de la degradacion de estos compuestos corresponde
a la oxidacién de los arenos, la cual puede ser llevada a cabo mediante un
sistema enzimatico multicomponente. Se han descrito dos sistemas enzimaticos
para distintos HPAs: el sistema naftaleno dioxigenasa (NDO) y el sistema bifenil
dioxigenasa (BPDO) (Boyd & Sheldrake, 1998). Luego, pueden llevarse a cabo
otras reacciones enzimaticas. Dado que este trabajo se enfocara en la
biofiltracion de naftaleno, se describen a continuacion las principales vias de la

biodegradacion de naftaleno.



1.2.1.1 Vias de degradacion de naftaleno en bacterias

En bacterias aerdbicas, los primeros pasos de la via de degradacion de naftaleno
corresponden a la oxidacion del naftaleno hasta &cido salicilico, como se muestra
en la Figura 1A, el primer paso de esta degradacion es catalizado por la NDO
(Peng et al., 2008). Principalmente se han descrito tres vias diferentes que se
pueden utilizar para degradar el acido salicilico en bacterias aerébicas, como se
muestra en la Figura 1B (Peng et al., 2008). Dos de estas vias son utilizadas
ampliamente por bacterias gran negativas como las del género Pseudomonas
(Peng et al., 2008). Estas vias se caracterizan por tener un primer paso comun
(Al1l, Figura 1B), en el cual el acido salicilico es degradado a catecol por la accién
de la enzima salicilato hidroxilasa. En la via del orto-clivaje este compuesto es
degradado a acido cis,cis-muconico mediante la accién de la catecol 1,2-
dioxigenasa (Al2, Figura 1B), mientras que en la via del meta-clivaje es
degradado al semialdehido 2-hidroximucénico mediante la accion de la catecol
2, 3-dioxigenasa (NahH) (A15, Figura 1B). La tercera via es iniciada por la
conversion del acido salicilico a gentisato mediante la accion de la salicilato 5-

hidroxilasa (NagGHAaAb) (A7, Figura 1B).



A B
g 1 = OH
Uy ) QL a1
M6 =, 3 COOH
COOH
5 V OH’/A; o OH
oOH =
A1l (13)
H. ¥ JoH @ | . A15
o . HO/\ OH
@ 1| H * A8 A2 _ A6
Az OCOOH (14) = coon (19) (—%ODH COC?SOH
OH o) rCOOH 5 COOH \J\OH\\@J]W i
o
e [ ] on Ho A23 \;” o
= l A9 A24 A3 o0H
L A3 A25 COOH
P ._COOH OCOOH O J 21 U‘E
i - HO” ~FC00H .._-COOH (22) \/LDH A1
A10 l A3
OH
o) /| CHy COOH AZ0
s Mz _COOH 0. J
Il }:O + // (16) ™ COSCoa ¢ COOH
0
L A3 I .__-COOH 3 | \)L
o~ OH COOH COOH =0
) @CHO (1 (12) | A oy | a2t
0 c A22_ CH
l A6 ‘\x‘["ﬂ‘cosc.:-.a, '“‘ Hy 0 4 CHy T 77
OH ~..~00H COSCoA  COOH CHO COSCoA
(7 @/L (17) {18) 24
S CO0H

Figura 1: Vias de degradacion de naftaleno propuestas para bacterias aerébicas.
Via comun (A) y sus bifurcaciones (B). Los compuestos enumerados
corresponden a naftaleno (1), cis-naftaleno dihidrodiol (2), 1,2-dihidroxinaftaleno
(3), acido  2-hidroxi-2H-cromenil-2-carboxilico  (4), acido  trans-o-
hidroxibenzilidenopiravico (5), salicilaldehido (6), acido salicilico (7), acido
gentisico (8), acido maleilpiravico (9), acido fumarilpiravico (10), acido piravico
(11), &cido fumarico (12), catecol (13), acido cis,cis-muconico (14), acido b-
cetoadipico (15), b-cetoadipil-CoA (16), succinil-CoA (17), acetil-CoA (18), 2-
hidroximuconicil-semialdehido (19), acido 2-hidroximuconico (20), acido 4-
oxalocrotonico (21), 4cido 2-0x0-4-pentenoico (22), &cido 4-hidroxi-2-oxovalerico
(23), y acetaldehido (24). La enzimas involucradas en cada proceso numerado
son naftaleno dioxigenasa (NahAaAbAcAd) (Al), cis-naftaleno dihidrodiol
deshidrogenasa (NahB) (A2), 1, 2-dihidroxinaftaleno dioxigenasa (NahC) (A3), 2-
hidroxi-2H-cromenil-2-carboxilato iIsomerasa (NahD) (A4), trans-o-
hidroxibenzilidenopiruvico hidratasa-aldolasa (NahE) (A5), salicilaldehido
deshidrogenasa (NahF) (A6), salicilato 5-hidroxilasa (NagAaAbGH) (A7),
gentisato 1,2-dioxigenasa (Nagl) (A8), maleilpiruvato isomerasa (NagL) (A9),
fumarilpiruvato hidrolasa (NagK) (A10), salicilato hidroxilasa (NahG) (A11),
catecol 1,2-dioxigenasa (A12), muconato cicloisomerasa (A23), muconolactona
D-isomerase (A24), 3-oxoadipato enol-lactonasa (A25), b-cetoadipato:succinil-
CoA transferasa (PcalJd) (A13), b-cetoadipil-CoA tiolasa (PcaF) (A14), catecol 2,3-
dioxigenasa (NahH/CatE) (A15), hidroximuconicil-semialdehido deshidrogenasa



(Nahl) (Al16), 4-oxalocrotonato isomerasa (NahJ) (Al7), 4-oxalocrotonato
decarboxilasa (NahK) (A18), hidroximuconicil-semialdeido hidrolasa (NahN)
(A19), 2-oxo-4-pentenoato hidratasa (NahL) (A20), 2-oxo-4-hidroxipentenoato
aldolasa (NahM) (A21), y acetaldehido deshidrogenasa (NahO) (A22). Obtenido
y modificado desde (Peng et al., 2008).

1.2.1.2 Vias de degradacion de naftaleno en hongos

En general, los hongos capaces de degradar HPAs pueden ser clasificados en
ligninoliticos y no-ligninoliticos (Cerniglia, 1997). En el caso de los hongos no-
ligninoliticos se conoce que estos pueden degradar HPAs como naftaleno,
fenantreno, antraceno, entre otros (Srivastava & Kumar, 2019), sin embargo,
poco se sabe sobre las vias de degradacion de estos compuestos. Mientras que
en el caso de los hongos ligninoliticos, estas vias se encuentran mejor descritas
(Kannangara et al., 2016). En hongos ligninoliticos se ha descrito que el sistema
de enzimas lignoliticas, juegan un rol fundamental en la degradacién enzimatica
de naftaleno (Hadibarata et al., 2012, 2013; Mori et al., 2003). Este sistema
enzimatico se compone principalmente de la lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa y lacasa, las cuales se han descrito que pueden ser secretadas para
degradar una serie de contaminantes, incluidos los HPAs (Hadibarata et al.,
2013). En las vias de degradacién propuestas para el hongo Pleurotus ostreatus
estas enzimas en conjunto con la naftaleno-1,2-dioxigenasa realizan el primer
paso de oxidacion del naftaleno hacia naftol (Figura 2, pasos (1)-(3) y (1)-(4))

(Elhusseiny et al., 2019). Sin embargo, poco se ha descrito sobre el rol especifico

gue tienen estas enzimas en las vias de degradacion de naftaleno. Un resumen



de las vias propuestas se muestra en la Figura 2. Los productos finales de estas
vias corresponden a &cido benzoico ((7) Figura 2) (Elhusseiny et al., 2019;
Hadibarata et al., 2012) y catecol ((8) Figura 2) (Hadibarata et al., 2013) los cuales
pueden ser degradados posteriormente hasta didxido de carbono (Hadibarata et

al., 2012).

OH
°“
OH

Figura 2: Vias de degradacion de naftaleno propuestas para hongos ligninoliticos.
Los compuestos enumerados corresponden a naftaleno (1), 1,4-naphthaquinona
(2), a-Naftol (3), B-Naftol (4), salicil-aldehido (5), acido salicilico (6), acido
benzoico (7), catecol (8). Las lineas punteadas representan partes de las vias
gue poseen intermediarios propuestos que no han podido ser identificados en
cultivos (Elhusseiny et al., 2019; Hadibarata et al., 2012, 2013).

1.3 Biofiltracion con énfasis en purificacion del aire de ambientes interiores
Los biofiltros son biorreactores de lecho empacado utilizados en la purificacion

de aire contaminado (Iranpour et al., 2005). Los contaminantes gaseosos son

transferidos desde una corriente gaseosa hacia la superficie sélida del material



de empaque donde los microorganismos, que forman una biopelicula, producen
la degradacion de estos compuestos (Aizpuru y col.,, 2001). Estos
microorganismos pueden usar estos compuestos ya sea como fuente de carbono
o como fuente de energia (Cabrol et al., 2012). Recientemente ha habido un
interés creciente en los sistemas de biofiltracion debido al aumento de
compuestos orgénicos volatiles (COVs) complejos en los gases contaminados, lo
que ha disminuido el rendimiento de los tratamientos tradicionales (Cheng et al.,
2016a). La biofiltracion corresponde a una opcion mas eficiente, menos costosa
y con contaminacién secundaria minima (Fletcher et al., 2014; Leson & Winer,
1991). Esta ha sido exitosamente utilizada para tratar una gran cantidad de COVs
hidrofilicos como estireno, etanol, metanol, isémeros de xileno, hexano, tolueno,
fenol, metilamina, trietilamina, dimetilsulfuro y diclorometano (Zhai et al., 2017b),
lo que demuestra el potencial de la eliminacion bioldgica de COVs en escala de
laboratorio (Guieysse et al., 2008; Luengas et al., 2015). Sin embargo, poco se
sabe de la eliminacion biolégica de vapores de HPA a las concentraciones
tipicamente presentes en un ambiente de interior contaminado (Guieysse et al.,
2008).

Los sistemas de biofiltracion poseen un potencial para su uso en la purificacion
de aire contaminado de interiores, sin embargo, éstos no se encuentran
optimizados para las caracteristicas propias del aire contaminado de interiores
(Guieysse et al., 2008). Es esperable que esta capacidad pueda ser optimizada

si se estudian cuales microorganismos son capaces de producir la remocién de



estos contaminantes en las condiciones propias de los ambientes de interior

contaminados.

1.3.1 Biofiltracion mediada por Fusarium solani y Rhodococcus
erythropolis

El tratamiento de HPAs mediante biofiltracibn es mas dificil que para otros
compuestos mas solubles en agua (Deshusses & Johnson, 2000), ya que no son
capaces de solubilizarse en las biopeliculas. Ademas, se dificulta la degradacién
de estos compuestos en las partes bajas de las biopeliculas porque no habria
suficiente oxigeno para llevar a cabo su degradacion, la cual es dependiente de
oxigeno. Es por esto que una aproximacion utilizada para este tipo de
compuestos corresponde a la utilizacién de un hongo filamentoso (Davison et al.,
2000; Kennes & Veiga, 2004; Vergara-Fernandez et al., 2010) en conjunto con
bacterias formando un consorcio como inéculo inicial del sistema (Vergara-
Fernandez et al., 2006, 2011, 2018a). En estudios anteriores se ha mostrado que
un consorcio entre el hongo filamentoso Fusarium solani y la bacteria
Rhodococcus erythropolis puede consumir simultaneamente tolueno,
formaldehido y benzo(a)pireno en microcosmos (Morales et al., 2017) y en un
sistema de biofiltracion (Vergara-Fernandez et al., 2018b).

Por su parte, las bacterias del género Rhodococcus son recurrentes en los
biofiltros, ya que pueden degradar una gran cantidad de compuestos distintos

(Borin et al., 2006; Lu et al., 2018; Zhai et al., 2017b). Sin embargo, las bacterias
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en general son afectadas en mayor medida por cambios ambientales, lo que
modifica su crecimiento y perjudica las eficiencias de remocion (Estrada et al.,
2013). Esto puede ser compensado con la inoculacion conjunta de hongos, como
F. solani, los cuales tienen mayor tolerancia a estos cambios ambientales y segun
esto pueden aumentar la robustez de la eficiencia de remocion de los biofiltros
que habitan (Arriaga & Revah, 2005a, 2005b; Cheng et al., 2016b, 2017;
Groenestijn, 1993; Jin et al., 2007; Kraakman et al., 2011; Raboni et al., 2017,
Rajamanickam & Baskaran, 2017; Spigno et al.,, 2003; Zhai et al., 2017a).
Ademas, en estos sistemas se ha propuesto que el hongo filamentoso estaria
formando un micelio aéreo que estaria en contacto directo con la fase gaseosa,
en la cual se encontrarian los HPAs y, ademas, seria capaz de promover la
absorcion de los HPAs mediante la produccién de hidrofobinas (Morales et al.,
2017).

Se estudié en estos sistemas que R. erythropolis y F. solani pueden degradar
fenantreno, otro HPA, con porcentajes de eliminacion superiores al 60% (Gran-
Scheuch et al., 2017). Sin embargo, al cabo de ocho meses se observo que este
consorcio fue casi totalmente desplazado por una comunidad microbiana que
colonizo el biofiltro, lo cual fue acompafiado con una disminucién en la eficiencia
de remocién de este biofiltro. Esto esta relacionado con que no se puede trabajar
con estos sistemas en un estado de esterilidad, lo que lleva a las comunidades
bacterianas presentes en los biofiltros a cambiar constantemente (Zhai et al.,

2017a). Los microorganismos mejor adaptados a las condiciones de biofiltraciéon
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desplazan a los microorganismos menos adaptados a estas condiciones, los
cuales no necesariamente tendran la capacidad de remover eficientemente el
contaminante, lo cual puede disminuir la eficiencia de remocién de los biofiltros
(Vergara-Fernandez et al., 2018b). Segun esto, estudiar los cambios que se
producen en esta comunidad es importante para seleccionar microorganismos
que estén mejor adaptados a las condiciones de biofiltracién y que aun asi

posean una alta eficiencia de remocién de los contaminantes de interés.

1.3.2 Dindmica de la comunidad microbiana en un biofiltro

Los cambios que sufre la comunidad presente en un biofiltro se han estudiado
ampliamente mediante métodos independientes de cultivo (Daims et al., 2006),
ya que la fraccion no cultivable de las comunidades corresponden a la principal
fraccion de la comunidad presente en la mayoria de los ambientes naturales y
disefiados (Briones & Raskin, 2003). Esto genera que los estudios dependientes
de cultivo puedan, en el mejor de los casos, representar parcialmente la
comunidad microbiana y, en algunos casos, conducir a conclusiones erroneas
sobre estos ambientes (Briones & Raskin, 2003; Daims et al., 2006). Entre los
métodos independientes de cultivo se incluyen la hibridacién in-situ fluorescente
(FISH), el gradiente de desnaturalizacion en geles de electroforesis (DGGE),
técnicas basadas en PCR, como gqPCR y qrtPCR, y la aplicacion de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) (Daims et al., 2006; Sanz & Kdchling,

2007). Sin embargo, es importante considerar que estos métodos no pueden
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reemplazar totalmente a las técnicas basadas en cultivo, ya que estas son
importantes  para, por ejemplo, implementar metodologias como la
caracterizacion funcional y la obtencion de curvas de degradacion, entre otras.
Por esto, es importante continuar desarrollando técnicas para cultivar la fraccion
de la comunidad que es adun no cultivable.

En la dindmica de la comunidad microbiana en un biorreactor se reconocen
principalmente dos momentos. Una primera parte denominada aclimatacion, la
cual se caracteriza por la seleccion de los microorganismos mejor adaptados al
ambiente, los cuales pueden provenir desde el lecho empacado o desde el
in6culo (Cabrol et al., 2012). La segunda parte corresponde al estado estable, el
cual se caracteriza por tener una estabilidad funcional (Cabrol et al., 2012) y en
el que la diversidad microbiana decrece considerablemente (Lu et al., 2018). Sin
embargo, se ha reportado que un biofiltro estable funcionalmente puede tener
una comunidad microbiana inestable (Cabrol et al., 2012).

Adicionalmente, la composicion de esta comunidad puede variar con variaciones
en los pardmetros fisicogquimicos de estos microambientes (Cabrol et al., 2012),
y entender como estos pardmetros afectan la ecologia de los microorganismos
presentes en los biofiltros es importante en el disefio y operacion de los mismos
(Zhai et al., 2017hb). Entre estos parametros se encuentra el tipo de HPAs que se
introduce al biofiltro, el cual puede cambiar drasticamente la composicion de la
comunidad en el biofiltro (Lu et al., 2018), la cantidad de contaminantes que

entran al sistema, y las condiciones ambientales como, por ejemplo, el pH, la
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irrigacion y la temperatura (Barona et al., 2004; Kraakman, 2003).

1.3.3 Robustez de un biofiltro

En la industria, los biofiltros pueden atravesar largos periodos de falta de
nutrientes ya sea por fallas, falta de mantenciéon o disminucién en los flujos
(Barona et al., 2004; Kraakman, 2003). Por lo tanto, para asegurar la aplicabilidad
de los biofiltros en la industria se necesita contar con biofiltros que sean versétiles
y robustos de manera de no verse afectados en su eficiencia por los distintos
problemas a los cuales pudiesen ser sometidos (Barona et al., 2004; Kraakman,
2003).

Se ha descrito que una mayor robustez puede ser lograda utilizando
comunidades microbianas que tengan una capacidad metabdlica mas amplia
(Hays et al., 2015). Sin embargo, hay pocos estudios que exploren esta opcion y
el disefio optimo necesario para llevar a cabo este tipo de biofiltros (Estrada et
al., 2013; Zhang et al., 2018). Esta robustez podria ser lograda a medida que la
comunidad del biofiltro sea compleja y estable (Cheng et al., 2016b; Lebrero et
al.,, 2010). Sin embargo, también se puede asociar una alta robustez a
comunidades altamente dinamicas (Borin et al., 2006; Cabrol et al., 2012; Steele
et al., 2005), las cuales también pueden tener la capacidad de degradar
contaminantes de manera estable (Zhai et al., 2017b). En estas condiciones, la
comunidad microbiana posee una alta redundancia funcional (Borin et al., 2006)

y una alta complejidad que llevarian a la comunidad microbiana a tener una alta
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robustez incluso en condiciones como el cambio de un contaminante por otro (Lu
et al., 2018). Otra opcidn que permite aumentar la robustez de un biofiltro es la
aclimatacioén, es decir preparar previamente estas comunidades en condiciones
similares a las de operacién final, por ejemplo, en cuanto a los nutrientes y
contaminantes que tendran durante el periodo de biofiltracion (Elias et al., 2010;
Groenestijn, 1993; Jiang et al., 2009; Tresse et al., 2002). Por ultimo, la robustez
de un biofiltro puede ser mejorada gracias a un monitoreo constante, instalando
monitores y sensores para mantener constantes algunos parametros basicos
(Kraakman, 2003).

En esta problematica se enmarca la presente propuesta de tesis, la cual
consistira en estudiar el cambio de la comunidad microbiana dentro de un biofiltro
de naftaleno con el objetivo de identificar especies biofiltradoras que puedan
entregarle al biofiltro una mayor robustez permitiendo un tratamiento mas estable.
En un biofiltro para el tratamiento de vapores de naftaleno inoculado con
Fusarium solani y Rhodococcus erythropolis se espera que la diversidad de la
comunidad microbiana que se genera a lo largo de la operacion del biofiltro varie
a medida que se produzcan los intermediaros de la degradacion de naftaleno,
seleccionandose microorganismos que eliminen el naftaleno en forma mas
robusta, para asi dilucidar cuales son las funciones que cumplen los
componentes principales de esta comunidad en el proceso de degradaciéon de

estos compuestos.
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1.4 Hipotesis

La comunidad microbiana que se establece al finalizar la operacion de un biofiltro
inoculado con Fusarium solani y Rhodococcus erythropolis para el tratamiento de
vapores de naftaleno poseerd microorganismos que permiten mejorar la

capacidad de biofiltracion.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Caracterizar la comunidad microbiana que se establece al final de la operacién
de un biofiltro para el tratamiento de naftaleno inoculado con F. solani y R.

erythropolis para evaluar su capacidad de biofiltraciébn en un nuevo biofiltro.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Medir los pardmetros de operacion de un biofiltro inoculado con F. solaniy R.
erythropolis para el tratamiento de vapores de naftaleno, incluyendo el
estudio de puesta en marcha, prueba de carga y prueba de flujo.

2. Medir los intermediarios de la degradacion de naftaleno que se generan
durante la operacion del biofiltro.

3. Analizar mediante marcadores moleculares los cambios que se producen en
la comunidad microbiana presente en el biofiltro durante su operacion.

4. Relacionar los microorganismos encontrados con las funciones que podrian

estar cumpliendo en relacion con la degradacién del naftaleno.
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5. Corroborar las funciones de degradacion de naftaleno en un nuevo biofiltro
inoculado con los microorganismos aislados desde el primer biofiltro al final

de su operacion.



MATERIALES Y METODOS

2.1 Biofiltracion

2.1.1 Montaje del sistema experimental de biofiltracion

El sistema utilizado para realizar el experimento de tratamiento de los vapores de
naftaleno se encuentra esquematizado en la Figura 3. Este sistema se instald
dentro de una camara termorregulada, con dos calefactores cuyo funcionamiento
se encuentra limitado por controladores de temperatura. En el sistema de ingreso
del naftaleno al biofiltro, en primer lugar, el aire proveniente desde el ambiente
se comprime en un compresor de aire ((1) en la Figura 3), este aire ambiental
atraviesa luego el humidificador ((2) Figura 3), el cual corresponde a una columna
de agua a través de la cual este aire es burbujeado para humedecer el aire que
va hacia los biofiltros. El aire humedecido luego se bifurca hacia dos
controladores de flujo méasico. Uno de estos controladores de flujo ((3) Figura 3)
controla cuénto aire sin el contaminante entra al sistema de manera de poder
diluir el contaminante en el aire que entra a los biofiltros para etapas posteriores
de experimentacion. El otro controlador de flujo ((4) Figura 3) lleva el aire hacia
el vaporizador ((5) Figura 3). Este vaporizador, como se observa en la Figura 4A,

tiene en primer lugar un difusor de aire de manera de que el aire disminuya su

17
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velocidad al atravesar el humificador, al salir de este difusor, el aire se encuentra
con una base de vermiculita sobre la cual hay una capa del contaminante. Esta
confeccion tiene el objetivo de aumentar la cantidad de tiempo que esta el aire
en contacto con el contaminante de manera de aumentar la cantidad de
contaminante que se logra vaporizar y, con esto, la cantidad de contaminante
méaxima que puede atravesar los biofiltros. Ambos controladores de flujo llevan el
aire hasta un mezclador ((6) Figura 3) donde el aire proveniente de ambos
condensadores se mezcla, para dar lugar al aire que entra finalmente a los
biofiltros.

Los biofiltros propiamente tal, como se observa en la Figura 4B, se armaron con
una columna de vidrio de 3” de diametro (7,62 cm) y 35 cm de altura con una
malla de retencion de 20 mesh (0,864 mm de apertura) en la parte inferior para
servir de soporte para el lecho empacado de vermiculita. El flujo de aire entra a
los biofiltros desde la parte inferior izquierda ((7) en la Figura 3y en la Figura 4B)
donde pasa por una zona de muestreo ((8) Figura 4B), desde donde se pueden
obtener muestras del aire que entra al biofiltro. Este aire luego atraviesa el lecho
empacado de vermiculita ((9) Figura 4B) y sale por la parte superior ((10) Figura
3 y Figura 4B). En la parte superior izquierda ((11) Figura 4B) se conecta una
manguera que termina en un aspersor, por la cual se alimenta el biofiltro con
medio fresco de manera de mantener la vermiculita hUmeda y con nutrientes
suficientes para los microorganismos. En la parte inferior del biofiltro ((12) Figura

4B) se acumula el medio que percola a través del lecho de vermiculita (lixiviados)
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y desde este punto se pueden recolectar muestras para los analisis posteriores.
A la salida de cada biofiltro, se encuentra una zona de muestreo ((13) Figura 3),
desde donde se pueden tomar muestras del aire. Luego este aire atraviesa un
condensador ((14) Figura 3) que baja la temperatura del aire de manera de poder
disminuir lo mas posible la concentracion del contaminante en el aire, no
eliminado en el biofiltro, antes de que éste salga del sistema e ingrese a un
medidor de CO:2 ((15) Figura 3) el cual mide la concentracion de CO:z en el aire
gue sale del biofiltro, de manera de poder conocer cémo varia la produccion de

CO:2 dentro del biofiltro a modo de indicador de crecimiento.

(13) (14) (15)
Cond
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CFM VP h

()| Hum —>={ Mz

-/

Figura 3: Esquema general de biofiltracion. Con flechas se indica el sentido del
flujo del aire. C: Compresor; Hum: Humificador; CFM: Controlador de flujo
masico; VP: Vaporizador; Mz: Mezclador; BF: Biofiltro; TM: Toma de muestra;
Cond: Condensador; CO2: Medidor de COa.
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Figura 4: Detalles del montaje experimental. A) Esquema del Vaporizador. Con
flechas se indica el sentido del flujo del aire. B) Fotografia del biofiltro. Con
nameros se indican distintas partes claves del biofiltro segun lo indicado en el
texto.

Antes de llevar a cabo los experimentos de biofiltracion se realizaron pruebas de
la variacion de algunos parametros a controlar. En primer lugar, se comenzé a
fluir aire a través del sistema para verificar que no hubiera fugas en este. Ademas,

durante dos dias se midié cémo cambiaba la temperatura dentro de la camara de

biofiltracion mientras el calefactor con control de temperatura se encontraba
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encendido y una temperatura de control de 30°C, temperatura a utilizar durante

los experimentos posteriores.

2.1.2 Cinética de adsorcion de vermiculita

Dado que para verificar la cantidad de naftaleno degradado en el biofiltro se midio
la concentracion de naftaleno a la entrada y a la salida, como se describe en las
secciones posteriores, se realiz6 una prueba de adsorcién de naftaleno en la
vermiculita humeda y seca, la cual corresponde al material de empaque del
biofiltro. Esto con el objetivo de descartar que el naftaleno se adsorbiera de
manera considerable en la vermiculita durante su operacion, lo que alteraria los
resultados de la degradacion. Para ello se llené la columna de vidrio del
biorreactor con aproximadamente 250 g de vermiculita seca o con medio para
realizar una cinética de adsorcion de la vermiculita con el contaminante. El medio
fue preparado como se indica en la Tabla 1, considerando que por cada gramo
de vermiculita se utiliza 5 mL de medio. Los controladores de flujo masicos fueron
ajustados para un flujo de 0,5 L/min para la linea del contaminante ((4) Figura 3)
y 1 L/min en la linea del aire sin contaminante ((3) Figura 3) de manera de lograr
una proporcién 1:2 entre aire contaminado y aire sin contaminante y lograr un
tiempo de retencion (Tru) de 1 minuto en la columna del biofiltro en el que se
realizard este experimento. Se ajustd, ademas, la temperatura de la camara de
biofiltracion a 30°C, que corresponde a la temperatura a la cual se crecen los

aislados de F. solani y R. erythropolis. Una vez abierta la valvula de flujo que
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atraviesa este biofiltro, se tom6 una primera muestra del aire en la salida del
biofiltro que es medida mediante cromatografia de gases para representar el
tiempo 0. Esta medicion se repitio cada 20 minutos hasta que la concentracion
del contaminante a la salida de la columna de vermiculita fuera estable. Al final
de la operacion se tomo el aire a la entrada del biofiltro para conocer la
concentracion del contaminante que estaba entrando a la columna de vermiculita
y verificar que fue igualada por la concentracion del contaminante a la salida de
la columna de vermiculita. EI mismo proceso se repitid6 para la columna de
vermiculita con el medio mixto detallado en la Tabla 1 para conocer la cinética de

adsorcion de la vermiculita humedecida con medio.

Tabla 1: Recetas de medios de crecimiento. MFS: Medio de crecimiento de
Fusarium solani. MRE: Medio de crecimiento de Rhodococcus erythropolis.
Medio mixto: Medio mezclando MFS y MRE en proporcién 1:1.

Componente Concentracion en | Concentracion | Concentracion
MFS en MRE en Medio mixto

(g9/L) (g9/L) (g/L)
NaNOs 18 0,0025 9
KH2PO4 1,3 1,36 1,33
MgSO4-7H20 0,38 0,05 0,215
CaS04-2H20 0,25 0 0,125
CaClz 0,055 0,01 0,0325
FeSO4-7H20 0,015 0,0025 0,00875
MnS0O4:-H20 0,012 0,00154 0,00677
ZnS04-7H20 0,013 0,000037 0,00652
CuS04-5H20 0,0020 0,000039 0,00102
CoCl2:6H20 0,0015 0,000041 0,000771
H3BOs 0,0015 0,00286 0,00218
Na2Mo04:2H20 0 0,000025 0,0000125
KNO3 0 0,5 0,25
(NH4)2SO4 0 2,38 1,19
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2.1.3 Puesta en marchay operacién inicial del biofiltro

La bacteria Rhodococcus erythropolis fue crecida en un medio solido de agar
nutritivo (20 g/L) mientras que el hongo Fusarium solani fue crecido en un medio
sélido de agar papa dextrosa (39 g/L). Ambos microorganismos fueron crecidos
en placas Petri en incubadoras a 30°C. A partir de estas placas Petri estos
microorganismos se inocularon en un primer pre-indculo, que corresponde a un
matraz de 50 mL con 20 mL del medio correspondiente segun la Tabla 1 mas
glicerol al 1% m/v, y luego se traspasaron a un segundo pre-indculo de 100 mL
con 50 mL del mismo medio. Las placas Petri y cada pre-indculo se dejaron
crecer durante tres dias para la bacteria y cinco dias para el hongo. Ambos pre-
in6culos fueron mezclados con 1.200 mL de medio fresco mixto, que tiene ambos
medios en partes iguales como se detalla en la Tabla 1. Finalmente, esto ultimo
fue mezclado con aproximadamente 250 g de vermiculita de manera de lograr
una proporcion de 5 ml de medio por cada gramo de vermiculita. Se aparté una
muestra de la vermiculita inoculada con medio para analizarla posteriormente
mediante analisis de metabarcoding segun lo indicado en la seccién 2.1.4. La
vermiculita hiumeda con medio se monto6 finalmente en el biofiltro. El biofiltro se
puso en marcha con los flujos indicados en la seccién anterior, 0,5 L/min para la
linea del contaminante ((4) Figura 3) y 1 L/min para la linea del aire sin
contaminante ((3) Figura 3) y se ajustd la temperatura de la camara de
biofiltracion a 30°C.

Diariamente se obtuvieron muestras duplicadas de las entradas y salidas de los
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biofiltros ((8) Figura 4B y (13) Figura 3, respectivamente) las cuales fueron
analizadas mediante cromatografia de gases (GC) y comparadas con una curva
de calibrado para conocer la concentracion del contaminante que esta entrando
y saliendo del biofiltro segun los parametros mostrados en la Tabla 2. También
se recolecto la informacion proveniente del sensor de CO2. Periddicamente se
recolect6é el liquido que percola a través de la columna de vermiculita y se
selecciond uno de estos percolados para analizarse mediante cromatografia de
gases acoplada a masas (GC-ms), en colaboracion con la unidad de
instrumentacion de la Facultad de Quimica de la Pontificia Universidad Catodlica
de Chile, para intentar reconocer algun compuesto propio de la degradacion de
naftaleno. Adicionalmente, se compararon los perfiles de GC obtenidos mediante
los parametros indicados en la Tabla 2 con estandares de acido salicilico, un
compuesto intermediario de la degradacion de naftaleno.

El biofiltro se operé hasta lograr un estado estable con respecto a la
concentracion de CO:2 y el porcentaje de remocion de contaminante a la salida

del biofiltro.
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Tabla 2: Parametros utilizados en la cromatografia de gases para la medicién de
naftaleno.

Parametro Valor
T° Inyector (°C) 260
T° Columna (°C) 135
T° FID (°C) 270
Flujo (ml/min) 11,7
Flujo columna (mL/min) | 1,61
Vel. Lineal (cm/s) 40
Split 5
Vol. Iny. (uL) 500
Presion (psi) 162,1
Tiempo total (min) 13
Purge flow (mL/min) 2

2.1.4 Prueba de cargay prueba de flujo

Como parte de la operacion del biofiltro se realizaron pruebas de carga y pruebas
de flujo. La prueba de carga consisti6 en mantener constante el flujo e ir
aumentando gradualmente la carga. Para la prueba de flujo, por su parte, se
aumento el flujo manteniendo la carga constante. La variacién de cada parametro
respectivo fue realizada una vez que se estabiliza la concentracién de nafataleno
medida a la salida del biofiltro.

Una vez finalizadas ambas pruebas se tomé otra muestra de vermiculita para
secuenciar el 16S de la comunidad que estaba presente al finalizar la operacion

del biofiltro.
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2.2 Secuenciacion de marcadores moleculares de la comunidad presente
en el biofiltro

Con el objetivo de identificar las bacterias y hongos que se encontraban al
comienzo y al final de la operacion del biofiltro se realiz6 la secuenciacion de los

marcadores 16S e ITS, segun los pasos indicados a continuacion.

2.2.1 Obtencién de secuencias de ADN

Utilizando el kit PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN) y siguiendo las
indicaciones del fabricante, se extrajo el DNA de las muestras que fueron
obtenidas desde el biofiltro de acuerdo con lo indicado en las secciones 2.1.3 y
2.1.4. Se midi6 la concentracion y pureza del ADN extraido mediante un andlisis
espectrofotométrico en Nanodrop. Las muestras de ADN se secuenciaron en
Macrogen Inc. Esto incluyd, en primer lugar, la amplificacién de estas muestras
utilizando los partidores universales para la region V3-V4 del gen de la subunidad
ribosomal 16S (Bakt 341F y Bakt 805R) y la region ITS1 del transcrito
espaciador interno (ITS, por sus siglas en inglés) (ITS1y ITS2) para estudiar las
comunidades de bacterias y hongos, respectivamente, y posterior a esto se
secuenciaron estos amplicones por Illumina MiSeq para obtener los datos de

metabarcoding en bruto.
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2.2.2 Analisis de las secuencias de ADN

Las secuencias obtenidas a partir de la secuenciacion masiva fueron filtradas por
criterios de calidad y desonorizadas para generar variantes de secuencias de
amplicon (ASVs, por sus siglas en inglés), para posteriormente asignar
taxondmicamente cada ASV comparandolo con la base de datos SILVA (v138)
(Quast et al., 2013) en el caso de bacterias y con la base de datos UNITE (v2020)
en el caso de los hongos (Nilsson et al., 2019) utilizando el paquete DADA2 en R
(Callahan et al., 2016). Los andlisis posteriores y graficos se realizaron utilizando
los paquetes phyloseq y ggplot2 en R, determinando asi las frecuencias relativas
de los miembros de ambas comunidades en las muestras. Ademas, los genes
relacionados con la degradacion de naftaleno que podrian poseer las bacterias
encontradas en las muestras fueron predichos con la herramienta bioinforméatica
PICRUSt2 (Douglas et al., 2019) que utiliza como referencia la base de datos de
metagenomas IMG (l. Chen et al., 2019) asignando cada gen segun la base de

datos KEGG (Ogata et al., 1999).

2.3 Aislamiento e identificacion de componentes de la comunidad del
biofiltro

A partir de la vermiculita proveniente de la etapa final del primer biofiltro se realiz6
un aislamiento en medio sélido utilizando como unica fuente de carbono naftaleno.
Los medios utilizados para el aislamiento correspondieron a un medio mixto de

los medios indicados en la Tabla 1, el cual fue suplementado con naftaleno ya
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sea disuelto o adicionando cristales de naftaleno para que éste sea utilizado
desde la fase gaseosa. Los aislados obtenidos por este método fueron

secuenciados y analizados segun lo indicado en la seccion 2.2.

2.4 Montaje y operacion del segundo biofiltro

A partir de los aislados obtenidos segun lo descrito en la seccion anterior se
realiz6 el montaje de un segundo biofiltro segun lo indicado en la seccién 2.1.1,
el que se operod en una linea paralela como se observa en la Figura 3, mientras
se realizaba una segunda operacion del primer biofiltro para poder comparar el
funcionamiento de ambos biofiltros. Con ambos biofiltros en paralelo se repitieron

los pasos de operacion indicados en las secciones 2.1.3y 2.1.4.



RESULTADOS

3.1 Biofiltracion

3.1.1 Montaje del sistema experimental de biofiltracion

Los biofiltros fueron montados de manera exitosa, las fugas detectadas en el
sistema fueron corregidas, hasta lograr igualar los flujos de entrada y salida de
cada biofiltro determinando asi que no existian fugas significativas.

Los resultados de la prueba de variacion de temperatura en la camara de
biofiltracion se muestran en la Figura 5. A lo largo de dos dias la temperatura
promedio fue de 32°C. Esta temperatura vario diariamente principalmente segun
la hora, alcanzandose una temperatura diaria maxima aproximadamente a las
19:00 h y una temperatura minima diaria aproximadamente a las 7:00 h. Siendo
las temperaturas maximas y minimas obtenidas en los dias de medicion de 40°C

y 26°C, respectivamente.

29
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Figura 5: Variacion de temperatura en la camara de biofiltracién a lo largo de dos
dias de operacion.

3.1.2 Cinética de adsorcion de vermiculita

Los flujos utilizados en el sistema de biofiltracidon generaron una presion de 14,00
psi en la linea de aire sin contaminante y de 13,90 psi en la linea con
contaminante. Las concentraciones obtenidas a lo largo del experimento de
absorcion en vermiculita himeda se muestran en la Figura 6, experimento
durante el cual la concentracién de entrada se mantuvo aproximadamente en
0,16 g/m3. Se puede observar que la adsorcién de vermiculita ocurre rapidamente
durante la primera media hora de medicién. Al momento de realizar la curva de
adsorcion de la vermiculita seca, ésta no se pudo realizar correctamente debido
a que se demord mas del tiempo que se pudo destinar a la medicion. A pesar de
esto, se midio la concentracion de naftaleno a la salida del biofiltro luego de 24

horas de comenzado el experimento y se pudo observar que la concentracién de
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salida ya habia igualado a la concentracion de entrada, por lo que la cinética de

adsorcion de la vermiculita seca ocurriria durante las primeras 24 horas.

Curva de adsorcion VH

0.14

0.12 - °
0.1 L

0.08

0.06

0.04

002 ©

Concentracién naftaleno (g/m3)

0 28 57 86 115 144 172

Tiempo (min)

Figura 6: Cinética de adsorcion de naftaleno en el lecho empacado de vermiculita
humedecida (VH) con medio mineral.

3.1.3 Puesta en marchay operacién inicial del biofiltro

Durante el montaje del primer biofiltro, el cual fue inoculado con F. solani y R.
erythropolis, se obtuvo una muestra de vermiculita que se destind para
secuenciacion. El porcentaje de eliminacion de naftaleno por parte del biofiltro a
lo largo de la puesta en marcha se muestra en la Figura 7, en la cual se observa
gue se alcanzdé un porcentaje de eliminacion relativamente constante al dia 20,

después del cual el porcentaje de eliminacion varié entre un 70% y 100%.
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100 - ¢
90 3

70 . I’
60
50
40 Py F 3 . PN
30

20 * »
10 * *

Porcentaje de eliminacion (%)

0 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo desde comienzo de operacion (h)

Figura 7: Porcentaje de eliminacion del biofiltro 1 a lo largo de la puesta en
marcha.

Los resultados de la identificacion de intermediarios desde el lixiviado del biofiltro
1 mediante GC-ms se muestran en la Tabla 3. No se logré observar en el lixiviado
ningun intermediario de la degradacion de naftaleno reportado anteriormente.
Adicionalmente, un intermediario conocido de naftaleno (acido salicilico) fue
comparado mediante cromatografia de gases con el lixiviado obtenido desde el
biofiltro, comparacion segun la cual se encontré en el lixiviado el pico
correspondiente a este compuesto. Al utilizar una dilucion de este compuesto con
una calidad de estandar, se encontré que el acido salicilico aparece a los 5,4
minutos al utilizar el método de GC indicado en la Tabla 2. En la Figura 8A se
muestra como ejemplo un cromatograma de los utilizados para llegar a esta
conclusién. En la Figura 8B se muestra un ejemplo del cromatograma obtenido

con este mismo método a partir del lixiviado obtenido desde el biofiltro.
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Tabla 3: Resultados obtenidos desde el analisis mediante GC-Masa para la
resentes en el lixiviado del biofiltro 1.

identificacion de los compuestos

Tiempo de
retencion Hitl Hit2 Hit3

(min)

4,65 Naftaleno 1-metileno Naftaleno
1-(10,10-Dimetil-3,3- |Acido hexanoico 9-hidroxi-6-(3-metil-2-
dioxo-3-tia-4- butenil)-2-(1-metiletil)-8-

5,37 azatriciclo[5.2.1.0(1,5 (3-metil-1-oxobutil)-1-
)]dec-4-il)-3- Oxaspiro[4.4]non-8-eno-
metilpent-4-en-1-ona 4,7-diona
1-[2-Metil-3- i-Propil 10-metil- 3-Metil-4-(feniltio)-2-

- (metiltio)allil]ciclohex | dodecanoato prop-2-enil-2,5-
! -2-enol dihidrotiofeno 1,1-
dioxido
3-hidroxi-Acido 2-bromo-Octadecanal |9-Metil-Z-10-

5,44 .
dodecanoico pentadecen-1-ol
2-cloro-4-(1,1- 2-cloro-6-(1,1- 2-cloro-4-(1,1-

543 dimetilpropil)-Fenol |dimetiletil)-Fenol dimetiletil)-Fenol
2-bromo- Acido Z-8-metil-9- Acido 9-octadecenoico,

5,54 Octadecanal tetradecenoico 2,2,2-trifluoroetil ester
(E,Z)- 5,6-bis(2,2- 5-butil-6- 2-butil-5-hexiloctahidro-

6,86 dimetilpropilideno)- | hexiloctahidro-1H- 1H-Indeno
Decano Indeno
(E,Z)- 5,6-bis(2,2- Anhidrido 2-Dodecen- | Acido erucico

8,52 dimetilpropilideno)- | 1-il(-)succinico
Decano
Anhidrido 2- 5,6-bis(2,2- Acido oleico

8,83 dodecen-1-il(- dimetilpropilideno)-

)succinico (E,Z)-Decano
Acido cis-10- Acido oleico (E)-Acido 9-

9,62 heptadecenoico octadecenoico

12,8 Heptacosano Tetratetracontano Octacosano

13,61 Heptacosano Pentacosano Nonacosano
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Figura 8: Cromatogramas obtenidos de la busqueda de acido salicilico en las
muestras de lixiviado del biofiltro. Se muestra el cromatograma de un estandar
de &cido salicilico (A) y el del lixiviado obtenido a partir del biofiltro (B).

3.1.4 Prueba de cargay prueba de flujo

Los resultados obtenidos para la prueba de carga del primer biofiltro se muestran

en la Figura 9, en la cual se pudo observar un aumento practicamente simultaneo

de la cantidad de naftaleno eliminado con respecto a la carga de naftaleno (R? de

0,9959) con una eficiencia de remocion promedio del 91% (pendiente de 0,9138).

Las condiciones de biofiltracion no permitieron aumentar la carga de naftaleno
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mas alla del rango mostrado y dentro de este rango no se observo una fase de
saturacion de esta curva, por lo que no se pudo observar una carga de saturacion

critica.
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Carga de naftaleno (g/m3h)

Figura 9: Prueba de carga del biofiltro 1. Se muestra la eliminacion de naftaleno
del primer biofiltro en relacién con la carga de naftaleno suministrada.

Los resultados obtenidos para la prueba de flujo se muestran en la Figura 10. En
la Figura 10A se muestran los puntos seleccionados en los cuales se busco6 que
la carga se mantuviera lo mas constante posible alrededor de los 6 g/m3h,
mientras que en la Figura 10B se muestran los resultados principales
relacionados con la prueba de flujo del biofiltro 1. Durante esta prueba se pudo
observar que la eficiencia de remocion del biofiltro se mantuvo inalterada,
oscilando entre un 70% y 98% de manera similar a la fase constante de la puesta

en marcha.
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Carga en el tiempo durante prueba de flujo
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Figura 10: Prueba de Flujo del biofiltro 1. Se muestra la carga a lo largo del tiempo
que durd la prueba de flujo (A) y la eficiencia de remocidn porcentual en relacion
con el flujo de entrada del biofiltro (B).

Al final de la operacion del biofiltro 1 se obtuvo otra muestra de vermiculita para

secuenciar la comunidad microbiana presente en ella.
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3.2 Secuenciacion de marcadores moleculares de la comunidad presente
en el biofiltro

Las dos muestras de vermiculita obtenidas se secuenciaron para los marcadores
16S de bacterias e ITS de hongos en Macrogen, Corea. Con respecto a las
secuencias encontradas para el marcador ITS, éstas no se pudieron analizar
debido a que se compararon con bases de datos de ITS y no se pudieron asociar
con ningun microorganismo presente en la base de datos UNITE. Los principales

resultados para la asignacion taxonémica del marcador 16S se muestran en la

Figura 11.
1.00-
Geénero

0.75- No asignado Kocuria
Ochrobactrum Paenibacillus
Stenotrophomonas Menos del 1%

0.50- . Pseudochrobactrum . Leucobacter
Cellulosimicrobium Pseudomonas
Candidimonas Rhodococcus

0.25- Luteimonas Brevundimonas

Lysinibacillus

0.00-

Muestra Final Muestra Inicial

Figura 11: Asignacion taxondémica a nivel de género de las bacterias presentes
en las muestras de vermiculita obtenidas al comienzo de la operacién del biofiltro
1y al terminar con su primera prueba de fujo. Con la etiqueta “Menos del 1%” se
agruparon los géneros de bacterias que presentaron una abundancia relativa
menor al 1% en todas las muestras analizadas.
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Se observé que a pesar de que el biofiltro se inoculé en un comienzo con F. solani
y R. erythropolis no se detecté una alta abundancia del género Rhodococcus en
la muestra inicial. Sin embargo, se observdé un enriquecimiento del género
Rhodococcus desde la muestra inicial a la final.

Con respecto a la predicciéon funcional de genes, se realizd una prediccion y
busqueda de genes relacionados con la degradacion de naftaleno en las
muestras de biofiltros utilizando PICRUSt2. Los principales resultados obtenidos
se resumen en la Figura 12, comparando las funciones encontradas en el tiempo
inicial y final de operacion del biofiltro. En general se observé para las vias
encontradas que éstas poseen una mayor abundancia en la muestra tomada al

final de la operacion del biofiltro.
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Figura 12: Comparacion de los genes predichos relacionados con la degradacion
de naftaleno entre el tiempo inicial y tiempo final de operacion del biofiltro. En el
eje horizontal se muestra la abundancia del gen en el tiempo inicial y en el eje
vertical la abundancia del gen en el tiempo final. Ambos ejes fueron modificados
a una escala de raiz cuadratica para poder observar de mejor manera los genes
con una baja abundancia en ambas muestras. La linea punteada muestra la zona
tedrica donde ambas abundancias son iguales. Los cédigos utilizados para cada
gen se corresponden con los indicados en la Figura 1.

Adicionalmente, se buscé qué bacterias, que estuvieran enriquecidas en la etapa
final del biofiltro, poseian cada una de las funciones encontradas, lo que se
resume en la Figura 13. Se pudo observar que la mayoria de las funciones se

encuentran aportadas principalmente por bacterias del género Rhodococcus

seguido del género Kocuria, ambos pertenecientes a la clase Actinobacteria.
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Figura 13: Géneros bacterianos que estuvieron enriquecidos en la etapa final del
biofiltro y que poseen alguna de las funciones encontradas. El nombre de cada
gen corresponde al codigo utilizado para este en la Figura 1 seguido del codigo
utilizado para buscar este gen en la base de datos. El color representa el valor Z
del aporte relativo de cada uno de estos géneros en relacion con todas las
bacterias que realizan esta funcion en la muestra. Los géneros que tuvieron un
bajo aporte de las funciones buscadas (menor al 10%) fueron agrupados bajo la
categoria de “Bajo Aporte”. NI se utiliz6 como abreviatura de “No identificado”
para los géneros que no pudieron ser identificados hasta este nivel taxonémico,
por lo que se utilizo el ultimo nivel de estas secuencias que pudo ser identificado.

3.3 Aislamiento e identificacion de componentes de la comunidad del
biofiltro

A partir del lixiviado del biofiltro 1 se obtuvieron distintos aislados, los cuales
fueron asignados con nombres arbitrarios, obteniéndose cinco bacterias
denominadas Bacl0B, Bac9, BacA3-1, BacA3-2 y BacB1l y tres hongos, los
cuales, sin embargo, no se pudieron identificar a través de las secuencias

obtenidas, al igual que lo sucedido para las muestras obtenidas a partir de los
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biofiltros. La identificacién de las bacterias aisladas desde el lixiviado que percold

a traves del biofiltro 1 se muestra en la Figura 14.

1.00-
Género

0.75- Cellulosimicrobium
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0.50- Ochrobactrum
Pseudochrobactrum
Pseudomonas

0.25- Stenotrophomonas
NA

0.00-

Bac10B Bac9 BacA3-1 BacA3-2 BacBi1

Figura 14: Asignacion taxonomica a nivel de género de las bacterias aisladas
desde el lixiviado del biofiltro 1. Con la etiqueta “Menos del 1%” se agruparon los
géneros de bacterias que tuvieron una abundancia relativa menor al 1% en
alguna de las muestras de aislados analizados.

Se puede observar que, a pesar de los esfuerzos por aislarlas, dos de las cinco
bacterias correspondieron a consorcios. La muestra BacA3-1 correspondio a un
consorcio entre bacterias de los géneros Stenotrophomonas (clase
Gammaproteobacteria), Pseudochrobactrum (clase Alphaproteobacteria) y

Lysinibacillus (clase Bacilli), y la muestra BacB1 correspondié a un consorcio

entre bacterias de los géneros Stenotrophomonas y Pseudomonas (clase
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Gammaproteobacteria). Al comparar estos datos con los obtenidos desde las
muestras de vermiculita del biofiltro 1, se pudo observar que los géneros de las
bacterias aisladas en general correspondieron a una parte reducida de las
comunidades presentes en las muestras de vermiculita, a excepcion del género
Lysinibacillus que posee una abundancia considerable en el biofiltro al final de la
operacion.

Por otro lado, los aislados Bacl10B, Bac9 y BacA3-2 se consideraron aislados
practicamente puros de bacterias de los géneros Ochrobactrum (clase
Alphaproteobacteria), Pseudochrobactrum (clase Alphaproteobacteria) vy
Cellulosimicrobium (clase Actinobacteria), respectivamente, ya que estos
géneros representaban casi en su totalidad a los aislados, con porcentajes que
podrian asociarse quizas a una contaminacion cruzada entre las muestras
cuando se extrajo la muestra de ADN.

Con respecto a las funciones predichas para los aislados utilizando PICRUSt2,
se encontrd que las principales bacterias presentes en los aislados denominados
Bacl0OB y Bac9 corresponden a una bacteria del género Ochrobactrum y una
bacteria del género Pseudochrobactrum, respectivamente, las que se predijo que
poseen el set de genes relacionados con la biodegradacién del naftaleno que
corresponden al ultimo paso de la via del gentisato (A10) (fumarilpiruvato
hidrolasa), primer paso de la via del ortoclivaje/metaclivaje (Al11l) (salicilato
hidroxilasa), segundo paso de la via del metaclivaje (A15) (catecol 2,3-

dioxigenasa) y un paso intermedio de la via del ortoclivaje (A25) (3-oxoadipato
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enol-lactonasa). El aislado denominado BacA3-1, resulté ser un consorcio entre
la bacteria del género Pseudochrobactrum descrita anteriormente y una bacteria
del género Lysinibacillus. Para esta ultima fue predicho que posee los genes del
paso Al5, descritas anteriormente, y también del paso A17, que corresponde a
un paso intermedio de la via del metaclivaje (4-oxalocrotonato isomerasa). Para
la principal bacteria del aislado denominado BacA3-2, correspondiente al género
Cellulosimicrobium, fue predicho que posee los genes del paso Al5 descritos
anteriormente, genes relacionados con uno de los ultimos pasos de la via del
gentisato (A9) (maleilpiruvato isomerasa), y genes relacionados con el ultimo
paso de la via del metaclivaje (A22) (acetaldehido deshidrogenasa). La principal
bacteria del aislado denominado BacB1, que correspondié a una bacteria del
género Pseudomonas, dentro de las bacterias aisladas fue la que posey6 una
mayor cantidad de genes predichos asociados con la degradacion del naftaleno,
entre los cuales se incluyen genes relacionados con casi todos los pasos de la
via del ortoclivaje (A12-A23-A24-A25-A14) (todos a excepcion del A13), genes
relacionados con los primeros pasos de la via del metaclivaje (A17) descrito
anteriormente, y los genes relacionados con los ultimos pasos de la via del
metaclivaje (A20-A22-A23). Por ultimo, cabe destacar que para la bacteria de la
especie Stenotrophomonas maltophilia, la cual se encontré6 en una alta
abundancia formando un consorcio con las bacterias de los aislados Bac3-1 y
BacB1, no se pudo predecir que posea ninguno de los genes que se buscaron

como parte de las vias de biodegradacion de naftaleno.
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3.4 Montaje y operacion del segundo biofiltro

A partir los aislados mencionados en el punto anterior, se realizé una inoculacion
de un segundo biofiltro, el cual fue puesto en marcha en las mismas condiciones
del biofiltro anterior. Adicionalmente, se mantuvo en funcionamiento el biofiltro 1
para comparar los resultados obtenidos con los del biofiltro 2. Los resultados
obtenidos de la puesta en marcha del segundo biofiltro y del funcionamiento en
paralelo del primer biofiltro se muestran en la Figura 15. Se puede observar en la
Figura 15B que La puesta en marcha del segundo biofiltro fue mas rapida que la
del biofiltro anterior, alcanzando un maximo de eficiencia durante la primera
semana de operaciéon y oscilando entre un 50% y un 90%, mientras que la del
primer biofiltro se mantuvo oscilando entre un 70% y un 90% (Figura 15A).

Los resultados de la prueba de carga del biofiltro 2, la cual fue realizada en
condiciones similares a la del biofiltro 1, se muestran en la Figura 16B del anexo.
Durante la prueba de carga se observd un aumento, practicamente simultaneo,
de la eliminacion de naftaleno con respecto a la carga de naftaleno para ambos
biofiltros (R? de 0,9898 y 0,9908 para los biofiltros 2 y 1, respectivamente) con
una eficiencia de remocion promedio aproximada del 91% para el biofiltro 2
(pendiente de 0,9058) y de 94% para el biofiltro 1 (pendiente de 0,9368). La carga
de naftaleno no pudo ser aumentada mas alla del rango medido, rango en el cual
no se observo una fase de saturacion de esta curva ni una carga de saturacion

critica.
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Figura 15: Resultados de porcentaje de eliminacién obtenidos durante el tiempo
en el que transcurre la fase de puesta en marcha del biofiltro 2. Se muestran los
resultados del biofiltro 2 (A) y los del biofiltro 1 durante este mismo periodo de
tiempo (B).
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Figura 16: Resultados obtenidos durante la prueba de carga del biofiltro 2. Se
muestran los resultados del biofiltro 2 (A) y los del biofiltro 1 durante la duracion
de esta prueba (B).
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Los resultados obtenidos para la prueba de flujo del biofiltro 2 y la segunda
prueba de flujo del biofiltro 1 se muestran en la Figura 17. En la Figura 17A se
muestran los puntos seleccionados en los cuales se buscé que la carga se
mantuviera lo mas constante posible alrededor de los 2,5 g/m3h, mientras que en
la Figura 17B se muestran los resultados principales relacionados con la prueba
de flujo del biofiltro 1. Durante esta prueba se pudo observar que la eficiencia de
remocion del biofiltro 2 se mantuvo inalterada, oscilando entre un 80% y 100%
hasta los 2,7 LPM, de manera similar a la fase constante de la puesta en marcha.
Luego de esto, a los 3 LPM se observd una disminucion de la eficiencia de

remocion del biofiltro hasta un 70%.
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Figura 17: Segunda prueba de flujo del biofiltro 1 y prueba de flujo del biofiltro 2.
Para ambos biofiltros se muestra la carga a lo largo del tiempo que duré la prueba
de flujo (A) y la eficiencia de remocién porcentual en relacion con el flujo de
entrada del biofiltro (B).



DISCUSION

4.1 Biofiltracion del primer biofiltro

Entre las actividades que se llevaron a cabo durante la preparacion del sistema
de biofiltracion, se realiz6 una medicién de la variacion de temperatura en la
camara de biofiltracion, la cual presentd una oscilacién entre 26°C y 46°C. Esto
indica que la temperatura de esta camara seria variable a lo largo del dia y que
seria afectada por la temperatura ambiental. Esto afectaria en primer lugar el
crecimiento de los microorganismos, el cual seguiria estando dentro del rango
Optimo de crecimiento caracteristico de microorganismos mesoéfilos (10-50°C)
(Tolner et al., 1997), pero seria menos relevante después de la puesta en marcha
del biofiltro, debido a que después de esta etapa se habria producido el maximo
crecimiento de microorganismos dentro del biofiltro. Ademas, podria afectar la
carga de naftaleno que entra al biofiltro debido a que algunos grados pueden
variar ampliamente la presion de vapor del naftaleno (Andrews, 1923), lo cual
puede ser en parte mejorado tomando cuidado de realizar las mediciones en
horarios similares, las cuales fueron realizadas todas durante el dia entre las 8:00
hylas 18:00 h.

Adicionalmente, se llevo a cabo una prueba de adsorcion con vermiculita secay
49
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hameda con el objetivo de verificar que ésta no esté afectando las mediciones de
degradacion de la vermiculita. Por un lado, la cinética de adsorcion con
vermiculita seca no pudo ser realizada en su totalidad debido a que el tiempo que
demoro fue superior a las 8 horas. Sin embargo, se midio la concentracion de
salida luego de 24 horas de comenzada la prueba y se observé que la
concentracion de salida ya habia igualado a la de entrada, por lo que se puede
inferir que la adsorcion de naftaleno en la vermiculita seca terminaria dentro de
las primeras 24 horas de operacion. Sin embargo, cabe destacar que
considerando las condiciones de biofiltracion es mas adecuado considerar la
curva de adsorcioén con vermiculita himeda, ya que en el biofiltro la columna de
vermiculita siempre se mantiene humedecida con medio mineral, la cual se
completé a lo largo de la primera media hora (Figura 6). De todas maneras,
considerando los tiempos de operacion de los biofiltros, los cuales se realizan
durante meses, el tiempo que demoraron ambas curvas de adsorcion no afectaria
la medicion de la degradacion por parte de los microorganismos. Segun esto, una
fase en la cual la vermiculita se adsorbe en el biofiltro podria ocurrir durante los
primeros dias de operacion, como se observa durante los primeros cinco dias de
operacion del biofiltro 1 (Figura 7), tiempo en el cual se podria explicar la mayor
eliminacién de naftaleno por parte del biofiltro ya que el naftaleno esta siendo
adsorbido en la vermiculita y que a medida que la vermiculita se satura de
naftaleno disminuiria la eliminacién de naftaleno. Por lo tanto, después de pasado

este tiempo se podria atribuir la eliminacién de naftaleno exclusivamente a la
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degradacion por parte de los microorganismos. La puesta en marcha del biofiltro
1 termind aproximadamente al dia 20, con un porcentaje de eliminacion
relativamente constante variando entre un 70% y 100%.

Con respecto a la identificacion de intermediarios utilizando GC-ms, no se logro
encontrar ningun intermediario relacionado reportado anteriormente relacionado
con la degradacién de naftaleno segun la literatura consultada. Esto en parte
podria deberse a que los compuestos encontrados se relacionen con la
descomposicion de estos intermediarios o con reacciones no deseadas de estos
intermediarios con el solvente utilizado. Adicionalmente, un intermediario
conocido de la degradacién del naftaleno (acido salicilico) fue comparado
mediante cromatografia de gases con el lixiviado obtenido desde el biofiltro,
segun lo cual se encontr6 en el lixiviado el pico correspondiente a este
compuesto, lo cual sugiere que éste estaria presente como parte de los
intermediarios de la degradaciéon de naftaleno. El acido salicilico seria un
intermediario importante de la degradacion de naftaleno por parte de las
bacterias, ya que seria el intermediario final de la via de degradacién comun
(Peng et al., 2008), por lo que es esperable que se encuentre como parte de los
intermediarios generados en el biofiltro.

Las pruebas de carga y flujo se realizaron para medir la eficiencia del biofiltro
bajo distintas condiciones de operacion. Esto es importante ya que, pensando en
su posible aplicacion como biofiltro de aire de interiores, la carga y el flujo al que

se veran expuestos variara a lo largo del tiempo. Con respecto a la prueba de
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carga se observo que el biofiltro fue capaz de eliminar casi todo el naftaleno

cargado en el rango medido, lo cual fue similar para la prueba de flujo.

4.2 Anédlisis de marcadores moleculares secuenciados a partir de la
comunidad presente en el biofiltro

Se observo que la comunidad inicial del biofiltro era diversa a pesar de que el
indculo inicial tenia solamente un hongo y una bacteria, encontradndose una baja
abundancia relativa del género Rhodococcus (Figura 11). Esto podria indicar que
la comunidad presente en la vermiculita sigue siendo mas abundante a pesar del
in6culo utilizado, o también podria deberse a que se secuenciaron muestras de
ADN de microorganismos muertos luego de la esterilizacién de la vermiculita.
Con respecto a la prediccion de genes relacionados con la degradacion de
naftaleno utilizando PICRUSt2, no se pudo predecir ningln gen de la via comun
a excepcion de los genes del componente ferredoxina reductasa de la naftaleno
dioxigenasa y del componente ferredoxina de la naftaleno dioxigenasa marcados
como “A1-A7” (Figura 12); sin embargo, estos genes no codificarian para
proteinas con una funcién catalitica por si mismas, por lo que por si solos no son
indicadores de que esta via pueda llevarse a cabo. Esto seria un resultado poco
esperado, ya que estas vias serian muy relevantes en la degradacion de
naftaleno al ser la parte de la via de degradacién que es comun (Peng et al.,
2008). Posibles explicaciones para esto es que esta funcion pueda estar

suministrada por los hongos de la comunidad, los cuales no pudieron ser
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secuenciados, ya que se ha descrito que en la naturaleza serian principalmente
los hongos los que realizarian los pasos iniciales de la degradacion de los HPAs
(Morales et al., 2017). También podria deberse a que haya otros genes que
codifican enzimas que cumplirian esta funcién y que no hayan sido reportados
con anterioridad, o que al ser estos ambientes poco descritos a nivel de las
comunidades bacterianas esté primando una de las limitaciones de esta
metodologia, que corresponde a que en este ambiente en particular las bacterias
encontradas podrian tener genes y funciones los cuales no estan asociados en
la base de datos debido a que esto puede variar de un ambiente a otro (Douglas
et al., 2020). Por lo tanto, estos genes no estarian siendo detectados por esta
metodologia, en especial considerando que estos operones usualmente se
asocian a elementos genéticos moviles (Phale et al., 2019), por lo que es
esperable que exista una alta transferencia horizontal de estos genes en este
ambiente. Finalmente, no puede descartarse que la muestra se puede haber
obtenido desde una region de la columna de vermiculita donde no habia
suficiente concentracion de naftaleno, como una zona muy elevada de la
columna. Por otro lado, considerando que los genes asociados a la degradacion
de naftaleno usualmente se encuentran codificados en operones (Phale et al.,
2019), es poco esperable que algunas taxa bacterianas posean solo algunos de
los genes de cada via, lo cual podria estar relacionado con la alta variabilidad
gue poseen estos operones (Phale et al., 2019).

Cabe destacar que la abundancia de la gran mayoria de los genes buscados para
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la degradacién de naftaleno se encuentra aumentada en la muestra obtenida al
final del tiempo de operacion del biofiltro (Figura 12). Esto indicaria que en la
comunidad del biofiltro se seleccionaron estas funciones debido a la presencia
de la presion de seleccion que seria la presencia de naftaleno como Unica fuente

de carbono.

4.3 Andlisis de marcadores moleculares secuenciados a partir de los
aislados obtenidos a partir del primer biofiltro

Con respecto a los aislados, las predicciones realizadas no permiten explicar
como es que estos aislados pueden sobrevivir con naftaleno como su Unica
fuente de carbono, en especial considerando el hecho de que en estas bacterias
tampoco se pudo predecir que esta presente la via comun de degradacion del
naftaleno que es necesaria para la degradaciéon de este compuesto. Esto refuerza
la idea de que se pueden estar utilizando genes que no estan descritos o que
normalmente no se asocian con estas taxa bacterianas. Adicionalmente, se
puede observar que, segun la prediccion realizada, a excepcion de las bacterias
pertenecientes al género Pseudomonas, estas taxa no estarian aportando
considerablemente a la degradacion de naftaleno en el biofiltro (Figura 13), ya
gue ninguno de los géneros de los aislados se encontrd un aporte por sobre el
limite establecido de un 10% de abundancia. Se ha descrito anteriormente la
capacidad de bacterias del género Pseudomonas para degradar naftaleno, sin

embargo, a diferencia de lo encontrado en este trabajo, ha sido posible identificar
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en aislados de este género el gen de la naftaleno dioxigenasa (Al Figura 1)
mediante PCR (Rajan et al., 2019). En este ultimo trabajo ademas se lograron
aislar baterias del género Cellulosimicrobium capaces de degradar naftaleno, a
las cuales no se les habria podido identificar un gen de la naftaleno dioxigenasa,
de manera similar a lo que se observo en el presente trabajo. La naftaleno
dioxigenasa ha sido detectada también en bacterias pertenecientes al género
Ochrobactrum (Ortega-Gonzalez et al.,, 2018) y la capacidad de degradar
naftaleno ha sido reportada anteriormente para bacterias de los géneros
Lysinibacillus (Hernandez-Santana & Dussan, 2018; Nwinyi & Amund, 2017). En
cambio, segun la busqueda realizada no se ha reportado la degradacion de
naftaleno por parte de bacterias del género Pseudochrobactrum, sin embargo, se
han relacionado estas bacterias con la degradacién de otros contaminantes
organicos (Xu et al., 2018). Por ultimo, el tratamiento con naftaleno de suelos
contaminados permitid detectar la presencia de bacterias del género
Cellulosimicrobium y Stenotrophomonas, las cuales no fueron detectadas en los
suelos sin tratar (El-Sayed et al., 2021), esto se podria considerar analogo a lo
encontrado en este trabajo, en el cual estos géneros se encontraron en baja
abundancia en el biofiltro, pero aun asi fue posible aislarlos al utilizar naftaleno
como Unica fuente de carbono.

Considerando estos antecedentes, es esperable que estas bacterias puedan
crecer utilizando naftaleno como Unica fuente de carbono y la falta de informacién

sobre la via de degradacion que tendrian estas bacterias se deberia
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principalmente a limitaciones en la metodologia utilizada, quizas relacionado con
la base de datos utilizada, la cual se centra en metagenomas principalmente de
suelos, en los cuales estas bacterias estarian en baja abundancia y por lo tanto
seria dificil reconstruir genomas de estas especies mediante secuenciacion tipo

shotgun.

3.4 Montaje y operacion del segundo biofiltro

Con respecto a la disminucion en el tiempo de la puesta en marcha del segundo
biofiltro, esto es deseable debido a que una de las limitaciones de la biofiltracion
corresponde al tiempo elevado de la puesta en marcha. Se alcanzé un porcentaje
de remocion menor al del biofiltro anterior, oscilando entre un 50% y un 90%,
mientras que la del biofiltro 1 se mantuvo entre 70% y 98% (Figura 9) de manera
similar a la fase constante de la puesta en marcha del primer biofiltro (Figura 7).
Esto es interesante ya que las bacterias que se aislaron para inocular el segundo
biofiltro corresponden a una pequefia porcion de la comunidad que forma parte
del biofiltro y, a pesar de esto, estas bacterias tuvieron la capacidad de adaptarse
rapidamente a las condiciones de biofiltracion disminuyendo el tiempo necesario
para la puesta en marcha. Esto podria tener relacion con que en estas
comunidades bacterianas artificiales, y también en las comunidades naturales,
existe una alta redundancia funcional (H. Chen et al., 2022), lo que indicaria que
se aislaron bacterias claves para el funcionamiento del biofiltro a pesar de que

estas se hayan encontrado en una baja proporcion.
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Durante la prueba de carga se observé que ambos biofiltros fueron capaces de
eliminar casi todo el naftaleno cargado en el rango medido, por lo que no se
observd una fase de saturacion de esta curva ni una carga de saturacion critica
(Figura 16). En una primera instancia, el segundo biofiltro (Figura 16B) tuvo una
eficiencia de remocion un poco menor que la del primer biofiltro en su primera
prueba de carga (Figura 9) y también se observo que el primer biofiltro (Figura
16A) mejora en aproximadamente un 3% su eficiencia de remocién promedio con
respecto a su primera prueba de carga, con lo que se observa que con los meses
de operacion se sigue optimizando la remocion del contaminante en el biofiltro 1
a lo largo del tiempo.

Para la segunda prueba de flujo del biofiltro 1 realizada en paralelo con la prueba
de flujo del biofiltro 2, se observé que la carga disminuyd a un poco mas de la
mitad (Figura 17A) con respecto a la primera prueba de carga (Figura 10A). Esto
estaria relacionado con que habria una limitacion en la cantidad de naftaleno que
se logré vaporizar en el sistema y que, al duplicar el flujo para alimentar ambos
biofiltros, se estaria disminuyendo la carga. Con respecto a la prueba de flujo en
si, se pudo observar que hasta los 2,7 LPM hubo una mejora en la cantidad de
naftaleno eliminado de ambos biofiltros con respecto a la primera prueba de flujo
del biofiltro 1 (Figura 17B con respecto a la Figura 10B); luego de esto, al alcanzar
los 3 LPM disminuye la eficiencia de remocion de ambos biofiltros a un 70%,
aunque este valor se encuentra dentro del rango de remocién de la primera

prueba de flujo, lo cual ademas se mantiene sobre el rango de remocion de
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sistemas de biofiltracion utilizados para otros PAHs (Morales et al., 2017). De
manera general estos resultados permiten predecir que, a pesar de que desde el
biofiltro 1 se obtuvieron microorganismos que no se encontraban con una alta
abundancia relativa en la comunidad final, estos de todas maneras permitieron
generar un segundo biofiltro que logré alcanzar una eficiencia similar a la del
primer biofiltro con un menor tiempo de operacion. Considerando esto y lo
enunciado anteriormente sobre la informacion encontrada de la degradacién de
naftaleno por parte de estas bacterias, seria interesante estudiarlas utilizando
otras técnicas, como por ejemplo secuenciacion de genomas para poder conocer
de mejor manera cOmo es que estas bacterias llevan a cabo la degradacion de
naftaleno.

Por ultimo, los resultados obtenidos indican que la seleccion de microorganismos
novedosos desde ambientes artificiales, como lo es un biofiltro, permitiria
encontrar microorganismos mejor adaptados a las condiciones propias del
ambiente artificial, en este caso el de biofiltracién, lo cual permitiria mejorar
distintos parametros relacionados con la funcidon que tendrian estos ambientes,
como lo fue en este caso el tiempo necesario para la puesta en marcha del
biofiltro. Una iteracion de este proceso podria permitir seleccionar

microorganismos cada vez mas capaces de llevar a cabo estos procesos.



CONCLUSIONES

Durante la operacién de un biofiltro inoculado con F. solani y R. erythropolis para
el tratamiento de vapores de naftaleno, este consorcio fue desplazado por
microorganismos ambientales.

La herramienta de prediccién funcional utilizada (PICRUSt2) no fue capaz de
reconstruir las vias de degradacion de naftaleno completas para las comunidades
del biofiltro ni para los aislados. Esto podria deberse a que los microorganismos
se encuentran en un ambiente poco descrito, como es el ambiente de la
biofiltracion.

La inoculacién de un segundo biofiltro para el tratamiento de vapores de naftaleno
utilizando microorganismos provenientes de un primer biofiltro permitié disminuir
el tiempo de aclimatacién de la biofiltracion manteniendo una eficiencia de
remocion similar en las pruebas de carga y flujo, a pesar de que los
microorganismos utilizados representarian solo a una pequefa proporciéon de la

comunidad del primer biofiltro.
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