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Resumen

Existe una contaminacion silenciosa que es desconocida para una gran parte de la comunidad,
esta es la contaminacion por compuestos organicos volatiles (COV), los que son desechados
en los alrededores de plantas de tratamientos de aguas, refinerias de petroleo, procesamiento
de alimentos, procesamientos de carne, etc. Estos pueden causar malos olores o en algunos
casos llegan a ser toxicos. Existen tecnologias que permiten mitigar la emision de este tipo
de contaminantes, entre las cuales se encuentran los métodos fisicos, quimicos y
biotecnologicos. En este Ultimo se agrupan tres tipos de tecnologias: biofiltros, biolavadores
y biofiltros de lecho escurrido los cuales se basan en el principio de la biodegradacién. Esta
consiste en el uso de microorganismos para remover contaminantes gaseosos en la cual se
utilizan cepas heterotroficas de hongos o bacterias que utilizan los COVs como fuente de
carbono o nitrégeno, o como fuente energética. Los biofiltros de lecho escurrido son
biorreactores de lecho fijo en el cual los microorganismos forman una biopelicula en la
superficie de este y son irrigados continuamente por una solucion de nutrientes. La eleccién
de microorganismos para inocular un biofiltro depende de la composicién del aire
contaminado y la capacidad de este para degradar uno de los compuestos presentes en él.
Fusarium solani es un hongo filamentoso comunmente encontrado en suelos, desechos
organicos y plantas. Este tipo de hongo es capaz de degradar varios tipos de compuestos
organicos desde hidrocarburos alifaticos y aromaticos hasta xenobidticos. En cuanto a
Rhodococcus erythropolis (bacteria Gram-positiva) presenta una amplia diversidad
catabodlica y capacidades enzimaticas Unicas. En este contexto es que se planted utilizar un
biofiltro de lecho escurrido inoculado con F. solani y R. erythropolis que degradara metanol

y 2,5-dimetilpirazina. Para lo cual en primera instancia se procedid a determinar la capacidad



de cada microorganismo de degradar cada una de las sustancias. Una vez determinado el
microorganismo y el o los contaminantes, correspondia dilucidar que medio era mas propicio
para su degradacién y construir un biofiltro con el microorganismo. Se utilizaron
microcosmos para evaluar la capacidad de degradacion de metanol y DMP tanto de F. solani
como de R. erythropolis. Esto se realizdé en medio liquido con ambos y en medio solido solo
con el hongo. Se construyo el biofiltro con un lecho de vermiculita inoculado con F. solani
y se midio la concentracion de DMP en cada etapa. En todos los casos las mediciones de
concentracion de gases se realizaron con cromatografia gaseosa. Finalmente, luego de
desmontar el biofiltro, se tomo6 una muestra de cada etapa de este para el anlisis poblacional.
Luego de varios ensayos de degradacién R. erythropolis no mostro la capacidad de degradar
metanol y tampoco DMP. Por otra parte, aunque F. solani no fue capaz de degradar metanol
si lo hizo con DMP. También en medio solido este hongo degrada DMP de manera mas
eficiente que en medio liquido. El biofiltro inoculado con F. solani tuvo una eficiencia
relativa de aproximadamente un 75%. F. solani es el principal componente del biofiltro. Por
lo cual, un biofiltro de lecho escurrido inoculado con F. solani es un método eficaz para la

remocién de DMP del aire con una alta eficiencia.



Abstract

Volatile organic compounds biodegradation

There is a silent contamination that is unknown to a large part of the population, this is the
contamination by volatile organic compounds (VOC) which are discarded in the
surroundings of water treatment plants, oil refineries, food processing, rendering etc. These
can cause bad odors or in some cases become toxic. There are technologies that allow
mitigating the emission of this type of pollutants, among which are physical, chemical and
biotechnological methods. In the latter three types of technologies are grouped: biofilters,
bioscrubbers and biotrickling filters which are based on the principle of biodegradation. This
is, the use of microorganisms to remove gaseous pollutants in which strains of heterotrophic
fungi or bacteria use VOCs as a carbon or nitrogen source, and as an energy source.
Biotrickling filters are fixed bed bioreactors in which microorganisms form a biofilm on the
bed surface and are continuously irrigated with a nutrient solution. The choice of
microorganisms to inoculate a biofilter depends on the composition of the contaminated air
and its ability to degrade one of the compounds present in it. Fusarium solani is a filamentous
fungus commonly found in soil, organic waste, and plants. This type of fungi is capable of
degrading various types of organic compounds, from aliphatic and aromatic hydrocarbons to
xenobiotics. Rhodococcus erythropolis (Gram-positive bacteria) has a wide catabolic
diversity and unique enzymatic capabilities. In this context, it was proposed to utilize a
biotrickling filter inoculated with F. solani and R. erythropolis that would degrade methanol
and 2,5-dimethylpyrazine. For which, in the first instance, it was necessary to determine the
capacity of each microorganism to degrade each of the substances. Once the microorganism

and the contaminant(s) had been determined, it was necessary to determine which medium
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was more appropriate to its degradation and to build a biofilter with the microorganism.
Microcosms were used to evaluate the methanol and DMP degradation capacity of both F.
solani and R. erythropolis. This was done in a liquid medium with both organisms and in a
solid medium only with the fungus. The biofilter was built with a vermiculite bed inoculated
with F. solani and the DMP concentration was measured in each stage. In all cases, gas
concentration measurements were performed with gas chromatography. Finally, after
disassembling the biofilter, a sample was taken from each stage of the biofilter for population
analysis. After several degradation tests, R. erythropolis did not show the ability to degrade
methanol and neither did DMP. On the other hand, although F. solani was not able to degrade
methanol, it was able to degrade DMP. Also, in solid medium this fungus degrades DMP
more efficiently than in liquid medium. The biofilter inoculated with F. solani had a relative
efficiency of approximately 75%. F. solani was the main component of the biofilter.
Therefore, a biotrickling filter inoculated with F. solani is an effective method for the DMP

removal from the air with high efficiency.



1 Introduccidn

Actualmente la contaminacion atmosférica es uno de los problemas, sino el mayor, para los
seres gque convivimos en este planeta. Debido a que, no solo puede afectar la salud de los
humanos y el resto de los seres vivientes, sino que, ademas se ha visto como tiene un efecto
sobre el ecosistema, generando un cambio climatico que, de no tomar medidas inmediatas,
Ilevaréd a un ambiente inhabitable para los entes que residimos sobre la tierra. Segun la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) se estima que la contaminacion del aire exterior
proveniente de del uso de combustibles fésiles y la contaminacion que se produce en las
zonas urbanas es responsable de 3,1 millones de muertes prematuras en todo el mundo y de

3,2% de la carga mundial de enfermedades (Fuente: Organizacion Mundial de la Salud).

Existe una contaminacion silenciosa que pasa desapercibida para la mayoria de las personas,
ya que solo afecta a personas que habitan en sitios cercanos a cierto tipo de plantas de
procesamiento. Esta es la contaminacion producida por compuestos orgéanicos volatiles
(COV), estos suelen ser desechados a los alrededores de plantas de tratamiento de aguas,
refinerias de petréleo, procesamiento de alimentos, procesamiento de carne, etc. La
organizacion mundial de la salud sugiri6 una definicion de COV: “todos los compuestos
organicos con un punto de ebullicién que se encuentre en un rango de 50°C a 260°C,
excluyendo pesticidas (Kennes y Veiga, 2001). Este tipo de contaminantes pueden causar
s6lo molestias a las comunidades cercanas, como malos olores, o pueden incluso ser toxicos
(Alyasiy Isaifan, 2018). Esta toxicidad puede verse reflejada en que la exposicion prolongada
a algunos de estos compuestos organicos, especialmente benceno y compuestos policiclicos
aromaticos, tiene incidencia en el desarrollo de algunos tipos de cancer (Kennes y Veiga,

2001).
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En Chile se conocen dos casos emblematicos sobre malos olores y toxicidad relacionada con
COVs. El primero ocurre el afio 2012 en la comuna de Freirina, provincia del Huasco, region
de Atacama, donde una planta de procesamiento de carne de cerdo de la empresa Agrosuper
producia malos olores, afectando asi a la comunidad, la cual veia como sus casas apestaban
y sus habitantes sufrian plagas de moscas. Los y las pobladores de esta comuna comenzaron
a movilizarse, aspirando el cierre de la planta, lo que finalmente sucedié ese mismo afio
(Brancher et al, 2016). El segundo caso es mas reciente y se trata de la emergencia sanitaria
producida en las comunas de Quintero, Puchuncavi y Ventana, provincia de Valparaiso,
region de Valparaiso, el segundo semestre del afio 2018. Entre los meses de agosto y octubre
de ese aflo comenzaron a producirse intoxicaciones masivas debido a la emision de
compuestos toxicos entre los que pueden encontrarse compuestos sulfurados, nitrogenados,
metales pesados y COV. Sin embargo, la identidad de los contaminantes que originaron la
intoxicacion en los habitantes de estas localidades no esta clarificada. Cabe destacar que en
esta zona se encuentran muchas empresas que emiten compuestos potencialmente toxicos
para la salud, como CODELCO, instalaciones de ENAP (Empresa Nacional del Petr6leo),
OXIQUIM, COPEC, entre otros. En la actualidad, continGan produciéndose casos de
intoxicacion, aunque con menor frecuencia, ademas aln no hay responsables a nivel penal
(Céspedes y Rueda, 2019). Estos casos a nivel nacional y su impacto en el medio ambiente
dan cuenta de que se necesita un avance en cuanto a politicas publicas que regulen el

funcionamiento indiscriminado de este tipo de empresas.

Existen tecnologias que pueden mitigar la emision de contaminantes, sin embargo, existen
pocos esfuerzos, por parte de las autoridades y de las empresas, en querer utilizarlos. Entre

las cuales se encuentran metodos fisicos, quimicos y biotecnoldgicos que, se caracterizan
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porque involucran uno o mas pasos de separacion fisicoquimica entre el aire y los
contaminantes (Delhoménie y Heitz, 2005). Entre los métodos fisicos se encuentran la
condensacion, criocondensacion, absorcién, adsorcion y el procesamiento por membranas.
Los procesos quimicos se basan en procesos de combustion, oxidaciones quimicas o
fotoquimicas. Por ultimo, las biotecnoldgicas se agrupan en tres: biofiltros, biolavadores y

biofiltros de lecho escurrido (Delhoménie y Heitz, 2005).

1.1 Biodegradacion

A diferencia de los métodos quimicos y fisicos, y como su nombre lo sugiere la
biodegradacion consiste en el uso de microorganismos en la remocion de contaminantes
gaseosos. Ademas, los procesos bioldgicos de degradacion son de mayor utilidad para la
eliminacién de COV, como alcoholes, cetonas, aldehidos, compuestos aromaticos, etc., en
concentraciones bajas (Devinny y Hodge, 1995; Kim, 2004). La principal ventaja que ofrece
la alternativa biotecnoldgica de degradacion es que la energia que se utiliza para que esta
suceda, es la capacidad que poseen los microorganismos de metabolizar un amplio rango de
COV utilizandolos como fuente de carbono y energia para la produccion de nuevas células,
aguay diéxido de carbono (Delhoménie y Heitz, 2005). Los microorganismos que se utilizan
en biodegradacion corresponden a cepas heterotréficas de hongos o bacterias las cuales
pueden utilizar COV de dos maneras. La primera es que los contaminantes sean oxidados en
el transcurso de alguna via metabolica para la obtencién de energia y, la segunda que estos
compuestos sean una fuente de carbono o nitrogeno para crecimiento celular (Delhoménie y
Heitz, 2005). Existen principalmente 3 métodos de biodegradacion, el uso de biofiltros,

biolavadores y biofiltros de lecho escurrido.
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1.1.1 Biofiltros

Un biofiltro consiste en un biorreactor con lecho fijo en el cual los microorganismos se
encuentran inmovilizados en la superficie de este, formando una biopelicula. Los
contaminantes se hacen circular a través de este lecho, el cual debe ser de un material poroso
y la oxidacion de estos ocurre posteriormente a su difusion dentro de la biopelicula. Para este
tipo de biofiltros existen dos configuraciones, una abierta, en la cual el gas fluye
ascendentemente y su instalacion se realiza en exteriores ya que, necesita espacios amplios.
Y una cerrada, que requiere de volimenes mas pequefios y a menudo se construyen en
espacios cerrados, ademas pueden emplear flujos ascendentes y descendentes (Ottengraf,

1986).

1.1.2 Biolavadores

Los biolavadores estdn conformados por dos subunidades: una columna de absorcion y un
biorreactor. La unidad de absorcion los contaminantes gaseosos que ingresan son transferidos
a la fase liquida que se encuentra dispersa, en forma de aerosol. Ambas fases (gaseosa y
liquida) fluyen a contracorriente, como se aprecia en la Figura 1, se hace circular el gas con
el contaminante desde abajo hacia arriba y el liquido desde arriba hacia abajo (Wu et
al.,2018). Este aspecto es comun tanto como para los biofiltros como para los biofiltros de
lecho escurrido. Sin embargo, lo que diferencia a los biolavadores de los deméas métodos es
que, poseen un biorreactor separado de la columna de biodegradacién, en éste se encuentran
las cepas de microrganismos suspendidos en una solucion acuosa que contiene, ademas, los

nutrientes necesarios para el crecimiento y el mantenimiento de estos (Ottengraf, 1987).
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Figura 1. Esquema comparativo de los tipos de biotecnologias. A) Esquema de biofiltro, B) esquema biolavador y C)
esquema biofiltro de lecho escurrido (adaptada de Wu, H. et al.,2018).

1.1.3 Biofiltros de lecho escurrido

En este tipo de biofiltros se utilizan lechos fijos por los cuales se hace circular el gas con el
contaminante, pero, a diferencia de los biofiltros este lecho es continuamente irrigado por
una solucién de nutrientes (Delhoménie y Heitz, 2005). Su disefio consiste cominmente de
columnas hechas usualmente de vidrio o plastico en laboratorios, debido a que la
transparencia de estos materiales permite observar facilmente los cambios ocurridos al
interior, y de lechos empacados (Hernandez et al., 2013; Singh et al., 2010a). Sin embargo,
a nivel industrial se utilizan columnas hechas de acero, plésticos reforzados con fibra de
vidrio o polimeros (Chen et al., 2014b). De igual manera que en los biofiltros los
microrganismos forman una biopelicula sobre el lecho. Este tiene tres caracteristicas
fundamentales, facilitar el flujo de gas y liquido, favorecer el crecimiento de hongos o

bacterias y resistir la compactacion y compresion, ademas, deben estar hechos de materiales
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inertes como plasticos estructurados, resinas, ceramicas, zeolita (tierra diatomacea), espuma

de poliuretano y roca volcanica (Yamashita y Kitagawa, 1998, Sorial et al., 1995; Loy et al.,

1997).

El funcionamiento de un biofiltro de lecho escurrido necesita que los contaminantes que se

encuentran en la fase gaseosa y los nutrientes (nitrégeno, oxigeno, fosforo, etc.) estén

disueltos en la fase liquida que rodea la biopelicula. El oxigeno y el contaminante gaseoso

son transferidos a la fase acuosa desde el aire humidificado que se hace fluir a travées del

biofiltro, por diferencias entre la gradiente de concentracién (Kraakman et al., 2011; Lebrero

etal., 2012a).

Tabla 1. Tipos de tecnologias de biodegradacion y sus caracteristicas (adaptada de Delhoménie y Heitz,

2005).
Microrganismos Fase liquida Degradacion
Biolavador | Suspendidos en el = Movil * La separacion
biorreactor, en el = Dispersada entre el aire y el
medio nutritivo continuamente contaminante
= Serecicla ocurre dentro de la
columna de
absorcion
= La oxidacion del
contaminante
ocurre en el
biorreactor.
Biofiltro de | Inmovilizadas en = Goteo  continuo = QOcurre en el lecho
lecho el material sobre el lecho = Enlabiopelicula
escurrido empaquetado = Posible reciclaje
Biofiltro Inmovilizadas en = Se irriga = Ocurre en el lecho
el material ocasionalmente el = En labiopelicula
empaquetado lecho con solucién
de nutrientes
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1.1.4 Terminologia de los biofiltros

Es necesario definir ciertos conceptos usados ampliamente en el campo de la biofiltracion y
que seran de utilidad para comprender tanto los resultados como los términos tratados en esta

tesis.

1.1.4.1 Tiempo de residencia del lecho vacio (EBRT)

Este término también Ilamado tiempo de contacto con el lecho vacio o tiempo de retencion
del lecho vacio, relaciona el flujo de entrada con el tamafio del biofiltro, es muy utilizado ya
que, es un parametro facil de calcular y el rendimiento del biofiltro aumenta a medida que
aumenta este parametro ya sea aumentando el tamafio del biofiltro o disminuyendo el flujo
de carga, sin embargo, normalmente el flujo se mantiene constante y se tienden a utilizar

biofiltros de mayor tamafio (Devinny et al., 1999). Este se define de la siguiente manera:

EBRT =

Donde:
EBRT: Tiempo de residencia del lecho vacio (min)
V: Volumen del lecho vacio (L)

Q: Flujo de entrada (L/min)

1.1.4.2 Cargade entrada (CE)
Es un término que utiliza para expresar la cantidad de contaminante que se desea eliminar a
través el biofiltro y se define como la masa de contaminante alimentado (gramos) por unidad

de volumen del biofiltro (m®) por unidad de tiempo (horas) (Devinny et al., 1999).
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Q Ci
E= -
¢ v

Donde:
Ci: es la concentracion de entrada del contaminante (gm™)
V: Volumen del lecho vacio (L)

Q: Flujo de entrada (L/h)

1.1.4.3 Eficiencia de eliminacion (EE) y capacidad de eliminacion (EC)

Tanto la eficiencia de eliminacién como la capacidad de eliminacion son pardmetros que se
utilizan para evaluar el desempefio del sistema de biofiltracién. Sin embargo, evallan el
rendimiento de diferente manera ya que, la eficiencia de eliminacion o eficiencia relativa es
la fraccion de contaminante que es removida por el biofiltro expresada como porcentaje
(Devinny et al., 1999). En cambio, la capacidad de eliminacion es la masa de contaminante
en gramos por unidad de volumen del biofiltro en metros cubicos por unidad de tiempo en
horas y sus formulas son las siguientes:

Ci—Co
i

Eficiencia de eliminacion = ( ) x 100

Capacidad de eliminacion = % (Ci— Co)

Doénde:

V: Volumen del lecho vacio (L)

Q: Flujo de entrada (L/h)

Ci: concentracion de entrada del contaminante (gm>)

Co: concentracion de salida del contaminante (gm)
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1.2 Contaminantes

1.2.1 Metanol

También conocido como alcohol metilico o alcohol de madera es cominmente utilizado
como solvente organico y reactante en procedimientos de sintesis orgénica (Tephly, 1991).
Ademas, se encuentra en las emisiones gaseosas en la industria de procesamiento de
subproductos de la carne (Rendering) (Guerra et al, 2017). Este compuesto ha sido
reconocido como toxico para humanos debido a su uso como sustituto para etanol en bebidas
alcoholicas y los sintomas de intoxicacion que se han reportado son: depresion del sistema
nervioso central, acidosis metabolica (severa en casos de una ingesta de gran cantidad);
toxicidad ocular seguida de ceguera, coma y muertes (Tephly, 1991). En cuanto a su
exposicién en forma gaseosa, se ha observado que puede tener un pequefio efecto en

mediciones neuroconductuales en humanos (Cook et al., 1991).

1.2.2  2,5-dimetilpirazina (DMP)

Las pirazinas son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno encontrados
principalmente en comida procesada donde se forman principalmente durante procesos de
calentamiento (Rappert et al, 2006). Las alquilpirazinas se encuentran generalmente en una
gran variedad de comidas, bebestibles y en el aire de las fabricas que procesan alimentos
(Maarse, 1991; Rappert and Muller, 2005a). DMP es la principal pirazina detectada en
alimentos fermentados basados en soya y cacao, la cual contribuye significativamente a sus
sabores (Besson et al,1997). Aunque las pirazinas huelen mas o menos agradablemente, su
concentracion relativamente alta, asi como su continua produccion y su presencia
permanente, las hacen contaminantes que en largo plazo molestan a los vecinos de

comunidades cercanas a las industrias que los emiten (Rapper et al,2006). Se ha descubierto
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que DMP es una de las pirazinas alquiladas con el olor mas intenso entre compuestos volatiles
que se emanan de industrias que procesan cacao y café (Nagorny and Francke, 2005; Ranau

and Steinhart, 2004; Ranau et al, 2005).

1.3 Microrganismos

La seleccion de microrganismos adecuados para inocular en un biofiltro depende de la
composicion del aire contaminado y por la capacidad que posea un microrganismo para
degradar un compuesto que se encuentre en este. A veces un solo microrganismo es capaz
degradar el contaminante y en otras oportunidades esta labor puede ser desarrollada por un
consorcio de microrganismos. Para lograr una biodegradacion eficiente es necesario que se
utilicen microrganismos heterétrofos, los cuales usan compuestos organicos como fuente de
energia y de carbono (Bajpai et al., 1999). En general muchas investigaciones se enfocan en
bacterias, sin embargo, los hongos también han sido utilizados en procesos de biofiltracion
(Spigno et al., 2003; Garcia-Pena et al., 2001; Cox et al., 1997). En particular el tipo hongos
filamentosos han mostrado buenos resultados en la degradacion de compuestos organicos
volatiles especialmente los contaminantes hidrofébicos. Ademas, este tipo de hongos tienen
la capacidad de eliminar una gran variedad de contaminantes (Arriaga, S. y Revah, S., 2005).
El uso de hongos en biofiltros ha mostrado un mejor rendimiento al degradar los compuestos
mas lipofilicos, esto se debe a que los hongos presentan en su superficie celular unas
proteinas Ilamadas hidrofobinas y a la capacidad que poseen de formar hifas, lo que permite

una mayor area de contacto con el gas circundante (Vergara-Fernandez et al., 2008).

1.3.1 Fusarium solani
Fusarium solani es un hongo blanquecino filamentoso que pertenece a la division

Ascomycota y es la forma reproductiva asexual de Netria haematococca comunmente
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encontrado en suelos, desechos organicos y plantas (Zaccardelli et al., 2008). EI uso de
hongos filamentos en biofiltracion se debe a su capacidad de soportar ambientes con un pH
relativamente acido, ademas de adaptarse de buena manera a condiciones de baja humedad.
Existe evidencia de que este tipo de hongos, como F. solani, son capaces de degradar
hidrocarburos alifaticos y aromaticos, compuestos con una alta hidrofobicidad, sustratos
poliméricos y compuestos xenobioticos, como su Unica fuente de carbono, debido a la gran
variedad de enzimas que posee (Qi et al., 2002). En este sentido, existe evidencia de una
proteina putativa homologa a la enzima metanol deshidrogenasa en F. solani, permitiendo
inferir que posee la capacidad de degradar metanol (Coleman, J. et al., 2009). En cuanto a
DMP, la enzima que es capaz de degradarlo es la monooxigenasa de flavina (Rappert, S., et
al.,2007) y aungue, no se ha reportado que F. solani sea capaz de degradarlo la presencia de
monooxigenas ha sido ampliamente reportada en este y varios hongos (Weber et al, 1995;

Syed et al, 2013).

1.3.2 Rhodococcus erythropolis

Rhodococci estan descritos como microorganismos aerdbicos, Gram positivos, no maviles,
presentan un crecimiento micelial con fragmentacion en elementos con forma de bastén o
cocoides y han sido aisladas desde mdltiples lugares como suelos, rocas, aguas subterraneas,
sedimentos marinos, heces de animales, al interior de insectos y desde animales y plantas
(Goodfellow, 1989a; Ivshina et al, 1994). Presentan una amplia diversidad catabdlica y
capacidades enzimaticas Unicas que tienen una gran importancia ambiental y biotecnologica
(Warhurst and Fewson, 1994; Bell et al, 1998). Son resistentes a un gran ndmero de
compuestos recalcitrantes y presentan una habilidad excepcional para degradar compuestos

hidrofobicos naturales y xenobidticos, incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos,
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bifenilos policlorados y dibenzotiofenos (De Carvalho y Da Fonseca, 2005). Rhodococcus
erythropolis contienen una gran cantidad de enzimas que le permiten llevar a cabo variados
tipos de degradaciones y bioconversiones como oxidaciones, deshidrogenaciones,
epoxidaciones, hidrolisis, hidroxilaciones, deshalogenaciones y desulfuraciones (De
Carvalho y Da Fonseca, 2005). Rappert et al (2006), lograron aislar una cepa de R.
erythropolis proveniente de una planta de procesamiento de aguas, capaz de degradar 2,5-
dimetilpirazina. Por ultimo, también se ha identificado que Rhodococcus erythropolis posee

la enzima metanol deshidrogenasa (Egelkamp, R., et al, 2017).

En este trabajo se estudio la degradacion de los compuestos antes mencionados por R.
erythropolis y F. solani, debido a las caracteristicas que presentan ambos microorganismos,
gue poseen una gran gama de enzimas capaces de degradar un gran nimero de compuestos,
con la finalidad de utilizarlos en la construccién de un biofiltro, y determinar la capacidad de

eliminacion de este Gltimo frente a un determinado contaminante.
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2 Hipotesis
Biofiltro inoculado con Rhodococcus erythropolis y Fusarium solani es capaz de degradar

DMP y metanol con una buena eficiencia de eliminacion de los contaminantes.

3 Objetivo general
Determinar si F. solani y R. erythropolis son capaces de degradar metanol y DMP para su
uso en la construccion de un biofiltro de lecho escurrido que permita eliminar estos

compuestos con una alta tasa de eliminacion.

3.1 Obijetivos especificos
1) Determinar si F. solani y R. erythropolis son capaces de degradar metanol y 2,5-
Dimetilpirazina.
2) Comparar degradacion de 2,5-dimetilpirazina con F. solani en medio liquido y medio
solido.
3) Determinar capacidad de eliminacion de DMP de biofiltro de lecho escurrido
inoculado con F. solani.

4) Analizar la comunidad microbiana del biofiltro de lecho escurrido

22



4 Metodologia
Objetivo especifico 1. Determinar si F. solani y R. erythropolis son capaces de degradar

metanol y 2,5-dimetilpirazina.

Microorganismos y cultivo. Fusarium solani CBS 117476 descrita y aislada segun
Arriaga y Revah 20054, se propago y mantuvo en agar papa-dextrosa en una incubadora
a 30°C por 2 semanas. Luego de esto, una muestra del hongo tomada con un asa se agrego
a un matraz con 200 ml de medio mineral, que se preparé con los compuestos y sus
respectivas concentraciones mostradas en la tabla 2. Posteriormente se adiciono glicerol
hasta obtener una concentracion de 1 g/L. Para R erythropolis DSM 43066 se obtuvo de
la coleccion alemana de microrganismos y cultivos de células (DSMZ, Alemania). Esta
se propag6 en matraces Erlenmeyer los cuales contenian 200 ml de medio complejo
nutritivo, compuesto por glucosa (4 g/L), extracto de levadura (4 g/L) y extracto de malta
(10 g/L) durante 3 dias. Posteriormente se procedio a centrifugar las células a 4000 g por
10 minutos, se elimind el sobrenadante y se conservd la pella. Se continué con el lavado
resuspendiendo las bacterias en medio mineral correspondiente ya sean, el mismo medio
preparado para propagacion de F. solani (tabla 1), medio M1(Rappert) o medio HCMM3
(Juteau et al., 1999) (tabla 2) con el propdsito de eliminar restos de medio nutritivo y su
posterior uso. Para el medio M1 se utiliz6 en g/L; 2.5 de K2HPO4, 1.0 de KH2PO4, 2.0 de

(NH4)2S04 y 0.2 de MgSO4-7H:0.
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Tabla 2. Sales utilizadas para la preparacion del medio mineral de propagacion de F. solani y sus
respectivas concentraciones.

Compuesto | Concentracion (g/L) | Compuesto | Concentracion (g/L)
NaNO3 18 MnS0O4-H20 0.012
KH2PO4 1.3 ZnS04-7H20 0.013

MgSO4-7H20 0.38 CuS0O4-7H20 0.0023
CaS04-2H20 0.25 CoCl2-6H.0 0.0015

CaCl 0.055 HsBOs 0.0015
FeSO4-7H20 0.015

Tabla 3. Sales utilizadas para preparar del medio HCMM3 que se utilizd en los ensayos de degradacion tanto
para F. solani como para R. erythropolis y sus respectivas concentraciones en la unidad de medida de g/L

Compuesto | Concentracion (g/L) Compuesto Concentracion (g/L)
KH2PO4 1.36 MnSO4-H20 1.5410°®
NazHPO4 1.42 Fe(NH4)2(SO4)2:6H20 3.53+10°

KNO3 0.5 CuSO4-5H,0 3.90+10°
(NH4)2S04 2.38 ZnCl, 2.10-10°®
MgSO4-7H20 0.05 CoCly-6H20 4.10-10®
CaCly 0.01 NaMo0O4-2H20 2.50+10°
H3BO4 2.8610°

Ensayo de degradacién medio liquido. Cada uno de los organismos fue incubado por 5
0 més dias a 30° C con agitacion en botellas de vidrio de 125 ml tapadas con vélvulas de
teflon Mininert (VICI Precision Sampling, Baton Rouge, LA), a las cuales se le
administrd el compuesto correspondiente (metanol y 2,5-dimetilpirazina) en un volumen
final de 50 ml. Previo a cada medicién se procedi6 a realizar la técnica de headspace,
para conseguir un equilibrio de las concentraciones del liquido y del gas, esto se realizo
incubando a 30 °C por 30 min. La medicién de los compuestos se realizd por medio de

cromatografia gaseosa en el cromatografo de gases SHIMADZU GC-2014 con detector
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FID con una columna de 30 m, 0,32 mm de didmetro interno marca Restek y grosor de
filme 0,25 um. Para la medicidn de metanol se precedié con una temperatura del inyector
de 200°C, columna a 80°C y detector de 200°C, con un tiempo de corrida de 2 minutos.
En cuanto a DMP se utilizé la temperatura de inyector de 250°C, columna 220°C y
detector de 250°C por un tiempo de corrida de 4 minutos. La inyeccién fue de 0,5 ml de

la fase gaseosa obtenida al realizar headspace.

Objetivo especifico 2. Comparar degradacion de 2,5-dimetilpirazina con F. solani en medio

liquido y medio sélido.

Ensayo de degradacion medio sélido. Para este ensayo se utilizo viales de vidrio de
10 ml los cuales fueron sellados con precintos circulares de aluminio y septos de
PTFE (politetrafluoroetileno). A estos se les agrego aproximadamente 0,5 g de
vermiculita previamente lavada, esterilizada y dejada a secar en una estufa a 100°C
por 24 horas. Se agregdé medio mineral hasta alcanzar el volumen ocupado por la
vermiculita y DMP a una concentracion de 1.0 g/L, por altimo, se adicion6 F. solani.
Para la medicién de DMP se procedié de la misma manera que en la medicion en

medio liquido, es decir, utilizando headspace y cromatografia gaseosa.

Objetivo especifico 3. Determinar capacidad de eliminacion de DMP de biofiltro de lecho

escurrido inoculado con F. solani.

Instalacion de Biofiltro de lecho escurrido. Este fue armado con una columna de
cloruro de polivinilo (PVC) de 1,36 m de altura y un diametro interno de 7,5 cm.
Separado en tres etapas de iguales dimensiones. Cada etapa fue llenada con 82 g de

vermiculita. La columna poseia un puerto para toma de muestra tanto en fondo como
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en la cima, y ademas tenia un puerto para toma de muestra en cada etapa ubicados a
igual distancia. La humedad del lecho (vermiculita) se monitored con una unidad
lectora ECH20 PROCHECK equipada con sensores de humedad EC-5
(DecagonDevices Inc.) los cuales son capaces de medir humedad en casi cualquier
tipo de suelo o soporte mineral. La humedad establecida para la continuidad de este
estudio fue definida entre 70 y 80% de humedad de acuerdo con Vergara-Fernandez
et al. (2008). Para hacer fluir el contaminante a través del biofiltro se utilizd un
compresor de aire dividido en dos corrientes, una desviada hacia un humificador de
aire que y la otra hacia el DMP puro. Para el control de entrada de aire y DMP se
utilizo controladores de flujo de precision (Cole-Palmer) con flujos de entrada de 1,97
LPM para el aire (antes de pasar por el humidificador) y 0,04 LPM hacia el
contenedor de DMP puro. Con un tiempo de residencia del lecho vacio (EBRT) de
155 s. La corriente de aire hacia el contaminante finalizaba en un difusor de vidrio
que permitia la vaporizacion del compuesto. EI humidificador consistia en una
columna de PVC de 8 cm de diametro y 80 cm de alto llenada con agua hasta
completar 40 cm. El aire bombeado pasaba a través del humidificador se unia al aire

bombeado hacia el contaminate para finalmente ingresar a la columna

Operacion del Biofiltro. Para iniciar el funcionamiento del biofiltro se procedi6 a
suministrar F. solani, para esto se utilizaron tres matraces Erlenmeyer con 500 ml de
medio mineral mas glicerol a una concentracion de 1g/L en los cuales se propago el
hongo por 1 semana, luego se mezclo con la vermiculita seca y estéril, y se introdujo
en cada etapa, iniciando en la mas baja (ver Figura 2). Luego de finalizar la instalacion

al sellar cada etapa después de poner la vermiculita con el hongo, se conecto desde la
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base un tubo que contiene el contaminante en aire himedo. Con una bomba
peristaltica se hacia recircular el medio a 10 revoluciones por minuto y se adicionaba
medio mineral una vez por semana. Para la mantencion de la temperatura del biofiltro
se utilizd un Mini calentador de ventilador de aire eléctrico conectado a un
controlador de temperatura Pid Rex-C100 con termocupla. La temperatura de
funcionamiento se establecié en 30°C, la cual se encuentra en el rango optimo (10 a
35°C) para hongos (Vergara-Fernandez, Salgado-ismodes, Pino, Hernandez, &

Revah, 2012).

Toma de muestra. Las muestras fueron tomadas desde los puertos de muestreo
ubicados en cada una de las etapas (ver Figura 2) con jeringas para gas
SampleLockTM Gastight®, Series 1000 y 1700, Hamilton de 500 pl. La
cuantificacién de las muestras se efectud, para el contaminante, con el mismo
cromatdgrafo GC-2014 Shimadzu con detector FID equipado con una columna de 30
m, 0,32 mm de didmetro interno marca Restek y grosor de filme 0,25 um. Ademas,
se midi6 la produccion de CO; para determinar la capacidad de eliminacion del
biofiltro, para lo cual se utilizé el mismo cromatografo que también tiene equipado
un detector TCD acoplado a una columna de 4,6 m, 3,17 mm de diametro interno
(Carboxen 1000). El programa de medicion para el didéxido de carbono consistié en

una temperatura del inyector de 150° C, columna 200° C y detector de 220°C.
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Figura 2. Esquema de biofiltro de lecho escurrido utilizado.

Objetivo especifico 4. Analizar la comunidad microbiana del biofiltro de lecho escurrido.

Las muestras tomadas de cada etapa del biofiltro fueron procesadas usando el
secuenciador Illumina MiSeq por Foundation for the Promotion of Health and

Biomedical Research (FISABIO) en la regién de Valencia, Espafia.
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5 Resultados

5.1 Determinacion de la capacidad de degradacién de degradar metanol y 2,5-
dimetilpirazina por F. solani y R. erythropolis.

5.1.1 Metanol

Para determinar si los microorganismos descritos eran capaces de degradar metanol se realizo

el ensayo de degradacion en microcosmos con medios distintos para cada uno de ellos. En el

caso de R. erythropolis se utilizé medio M1 el cual se consideré como el medio 6ptimo para

esta bacteria, y el medio mineral descrito en la tabla 2. En el caso de F. solani se utilizd medio

mineral descrito en la tabla 2 considerando este como medio 6ptimo.

En un comienzo se procedio a determinar si R. erythropolis era capaz de degradar metanol,
para lo cual se cultivé en un microcosmo con 50 ml con una concentracion inicial de metanol
en la fase liquida igual a 0,5y 1,0 g/L en las botellas de 125 ml. En la figura 1 se muestra el
grafico que representa la concentracion de metanol en la fase gaseosa contra el tiempo a una
concentracion inicial en el liquido de 0,5¢/L. En esta se puede observar que no existe una
clara diferencia entre el control y la muestra debido a que no se puede apreciar que la botella
control se mantenga constante en el tiempo. En la discusion se abordara este tema con mas
detenimiento. Sin embargo, para tener una mejor visualizacion de los resultados es que se
realizd el ensayo en una concentracion mayor inicial en la fase liquida. Esto se puede ver en
la figura 2 en la cual se observa que la variacion entre la botella muestra y control es minima.

Ademas, hay que notar que la botella con R. erythropolis no muestra disminucion del
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contaminante de forma similar al control. Se probd los diferentes medios descritos en las

tablas 2 y 3 obteniendo resultados similares a los que se muestran en la Figura 4

En cuanto a F. solani se realizaron los ensayos de la misma manera que para R. erythropolis,
con la diferencia de que no se utilizé el medio M1 debido a que este microorganismo necesita
mas minerales para degradar de manera Optima (Vergara-Fernandez et al., 2011) los medios

que se utilizaron fueron los descritos en la tabla 2 y 3.
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Figura 3. Gréfico de concentracién de metanol en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial
de metanol en liquido de 0,5 g/L (Medio M1). Rombos azules corresponden a las mediciones de la botella con R.
erythropolis y los cuadrados anaranjados corresponden a la botella control.
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Figura 4. Grafico de concentracion de metanol en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial de
metanol en liquido de 1,0 g/L (medio M1). Rombos azules corresponden a las mediciones de la botella con R. erythropolis
y los cuadrados anaranjados corresponden a la botella control.
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Figura 5. Grafico de concentracion de metanol en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial de
metanol en liquido de 1,0 g/L (medio mineral). Triangulos grises corresponden a las mediciones de la botella con F. solani
y los cuadrados anaranjados corresponden a la botella control.
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En la figura 5 se muestra el ensayo de degradacion de metanol con F. solani con una
concentracion inicial de metanol en la fase liquida de 1,0 g/L en medio descrito en la tabla 2.
En ese se observa que no pareciera mostar consumo de metanol por parte del hongo en

comparacion con el control y al intentarlo con el medio HCMMS3 el resultado es similar.

5.1.2 2,5 dimetilpirazina

Los ensayos de degradacion con DMP se realizaron de igual manera que con metanol
utilizando los mismos medios y mismas concentraciones. En el caso de R. erythropolis se
utiliz6 el medio M1y el medio HCMM3 y para F. solani medio mineral y medio HCMM3.
En ambos ensayos se utilizaron varias concentraciones del contaminante, sin embargo, solo
se mostraran los resultados para las concentraciones de 1 g/L de concentracion inicial en el

liquido. los resultados para R. erythropolis en medio M1 se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Grafico de concentracion de DMP en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial de
DMP en liquido de 1,0 g/L (Medio M1). Rombos azules corresponden a las mediciones de la botella con R. erythropolis y
los cuadrados anaranjados corresponden a la botella control.
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En el caso de F. solani la Figura 7 muestra las mediciones a lo largo de los dias del ensayo
de degradacion con DMP en medio HCMM3. Ademas, se incluyé en el grafico las

mediciones hechas para el ensayo R. erythroplis en el mismo medio como comparacion.
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Figura 7. Grafico de concentracion de DMP en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial de
DMP en liquido de 1,0 g/L (Medio HCMM3). Rombos azules corresponden a las mediciones de la botella con R.
erythropolis, los triangulos grises corresponden a F. solani y los cuadrados anaranjados corresponden a la botella control.

Para cerrar este objetivo se muestra una comparacién entre las mediciones de DMP en los
ensayos de degradacion con Fusarium solani en los dos medios (medio mineral tabla 3 y
medio HCMM3). Esto para decidir el medio idoneo y con mejores resultados en la
degradacion de DMP. Esto se observa en la Figura 8. De la cual se desprende que el

porcentaje de mineralizacion de DMP es cercano al 60%.
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Figura 8. Grafico de concentracion de DMP en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial de
DMP en liquido de 1,0 g/L (Medio HCMM3 y medio mineral). Rombos azules corresponden a las mediciones de la botella
con F. solani en MM, los cuadrados anaranjados corresponden al microcosmo control en MM, los triangulos grises
corresponden a F. solani en medio HCMM3 y las equis amarillas corresponden a la botella control con medio HCMM3.

5.2 Comparar degradacién de 2,5-dimetilpirazina con F. solani en medio liquido y medio
solido.

El biofiltro de lecho escurrido utilizado en los experimentos que se mostraran en el siguiente
objetivo, se rellena con vermiculita para otorgarle al microorganismo condiciones de mayor
estabilidad. Para esto era necesario simular un microcosmo con medio solido al interior de la
botella, con lo cual se pretendia observar las diferencias existentes tanto visuales como
analiticas al realizar el ensayo en un medio o en otro. Para estimar las diferencias se procedio
a armar microcosmos en viales de 10 ml. Los resultados de las mediciones se muestran en la

Figura 9.
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Figura 9. Grafico de concentracion de DMP en fase gaseosa en microcosmos contra el tiempo. Concentracion inicial de
DMP en liquido de 5,0 g/L en vermiculita con medio mineral. Rombos azules corresponden a las mediciones de la botella
control y los cuadrados anaranjados corresponden a F. solani..

Ademas, en este mismo ensayo se midié la concentracion de CO; en el mismo periodo de
tiempo para evaluar su produccion en contraste el consumo de DMP. En la Figura 10 se

refleja la produccion de CO, conforme avanzaba el ensayo de degradacion.
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Figura 10. Grafico de concentracion de CO2 en fase gaseosa en funcién del tiempo. Concentracion inicial en el medio
mineral de DMP es 5,0 g/L considerando que la vermiculita (medio solido) estaba embebida de esta solucion. Cuadrados
anaranjados corresponden a F. solani y los rombos azules al control.

Cabe mencionar que para estos experimentos se utilizaron dos tipos de controles; abidticos,
es decir, la botella contenia medio mineral estéril y el contaminante, esto es para todos los
ensayos descritos hasta el momento y controles bidticos que se utilizaron en el ensayo que
prosigue. En este se utilizé un procedimiento similar al experimento anterior, sin embargo,
difiere en dos aspectos. El primero de ellos es la incorporacién de un control biético sin DMP
para observar el comportamiento de la generacion de CO. y compararlo con los microcosmos
con DMP y el hongo. El segundo aspecto en que se diferencia es de incluir un microcosmo
en el que el medio mineral se modificd quitando la fuente de nitrogeno, es decir, no se
adiciond nitrato al medio con el propoésito de evaluar si la DMP propiciaba una fuente de
nitrégeno ademas de una fuente de carbono, y como esto impactaba en la capacidad de
degradacion del hongo. En la Figura 11 se representa el grafico del ensayo en cuestion,

especificamente la concentracion de DMP en la fase gaseosa.
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Figura 11. Grafico de concentracion de DMP en fase gaseosa en funcién del tiempo del ensayo de degradacion de DMP
en medio sélido. Concentracion inicial de DMP en solucién embebida en vermiculita es de 1 g/L. Rombos azules
corresponden al control abidtico, cuadrados anaranjados a la botella con DMP y el hongo con nitrato de sodio, por el
contrario, los triangulos grises representan a los ensayos con DMP y el hongo, pero sin incluir nitrato de sodio, por ultimo
las equis amarillas corresponden al control biético.

Ademas, se midio la concentracion de CO2 en cada botella para evaluar y diferenciar la
produccion de este con respecto a los controles, particularmente con el control biético. Esto

se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Grafico de concentracion de CO2 en fase gaseosa en funcion del tiempo del ensayo de degradacion de DMP en
medio sélido. Concentracién inicial de DMP en solucion embebida en vermiculita es de 1 g/L. Rombos azules corresponden
al control abiético, cuadrados anaranjados a la botella con DMP y el hongo con nitrato de sodio, por el contrario, los
triangulos grises representan a los ensayos con DMP y el hongo, pero sin incluir nitrato de sodio, por ultimo las equis
amarillas corresponden al control biético.

5.3 Determinacion de la capacidad de eliminacion de DMP de biofiltro de lecho
escurrido inoculado con F. solani.

Considerando los resultados anteriores en los cuales se observd que en los experimentos
realizados en microcosmos con F. solani existia una disminucion de la concentracion de
DMP en la fase gaseosa, asi como también un aumento en la produccién de CO, es que se
tomo la decision de operar un biofiltro de lecho escurrido con el hongo y analizar el
comportamiento de este a lo largo de 40 dias. Para esto se midio la concentracion de DMP
en cada una de las etapas del biofiltro como se ve en la Figura 2, ademéas de medirla en el
punto de entrada del contaminate. Por consiguiente, también se midié la concentracion de
CO2 en las etapas antes mencionadas y en la entrada del contaminante. Los resultados de este
proceso se ven e la Figura 13. En esta se observa que la concentracion de DMP es menor a
lo largo del tiempo tanto en la etapa 2 como en la etapa 3.

38



Una forma de complementar este grafico y, para poder sugerir un buen rendimiento del

biofiltro es necesario conocer la eficiencia relativa del biofiltro y muestra en la Figura 14.
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Figura 13. Grafico de concentracion de DMP en el puntro de entrada del gas y en cada etapa del biofiltro en funcion del
tiempo. E1 esla etapa baja del biofiltro, E2 es la etapa media y E3 es la etapa alta (ver figura 2).
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Figura 14. Eficiencia relativa del biofiltro en funcion del tiempo.
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Figura 15. Grafico de capacidad de eliminacion en funcion de la carga de entrada. La linea negra representa
el caso ideal en el cual la carga aplicada es totalmente eliminada. Los puntos azules son los obtenidos en el
biofiltro utilizado.

En la Figura 15 se encuentra el grafico de capacidad de eliminacién en funcién del tiempo,
el cual indica la capacidad del biofiltro de eliminar el contaminante que se aplica al biofiltro.
La eficiencia relativa de este biofiltro durante los primeros 14 dias tuvo un promedio de 71,0
+19%. Y los restantes 26 dias se estabilizo la eficiencia relativa a 74,0 + 5,5%. La carga de
entrada critica, es decir, la méxima carga de entrada que alcanza el 100% de la capacidad de
eliminacion. La obtenida en el biofiltro con F. solani es de 3 g m™ h con una concentracion
de 0,17 mg/L en la entrada del biofiltro equivalente a una concentracion de DMP en

equilibrio en la fase liquida de 2,1 g/L.
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5.4 Analisis de la comunidad microbiana del biofiltro de lecho escurrido

En total 143322, 67216y 76160 lecturas de secuencias ITS (espaciador transcrito interno por
sus siglas en inglés, Internal transcribed spacer) iniciales de hongo fueron generadas por la
plataforma MiSeq Illumina paras las etapas 1, 2 y 3 del biofiltro respectivamente.
reduciéndose a 96634 (etapa 1), 45534 (etapa 2) y 48602 (etapa 3) secuencias que pasaron
los controles de calidad y taxondmicos. En la Figura 16 A se observa una limitada diversidad
de hongos alcanzando cinco, cuatro y tres UTOs (a nivel de genero) para las etapas 1, 2 y
tres, respectivamente. La abundancia relativa de F. solani por etapa fue de un 99% (etapa 1),
98% (etapa 2) y 97% (etapa 3). El diagrama de Venn de los géneros de hongos identificados
reveld que ademas de F. solani, dos aislados fueron comunes para todas las etapas, siendo
miembros sin identificar del filo Ascomycota. También la etapa 1 fue colonizada por los
basidiomycetes Sistotrema sp. y Meira geulakonigii, hongos asociados con efectos
antagonistas para los acaros de los citricos, sin embargo, sin tener la capacidad de degradar

0 producir DMP que se haya reportado.
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Figura 16. Analisis de la comunidad de hongos y bacterias a nivel de genero de las tres etapas del biofiltro de lecho
escurrido que trataba DMP durante 40 dias. En A se encuentra la curva de refraccion y el diagrama de Venn de la
comunidad en las tres etapas para hongos y en B para bacterias. En C se muestra la abundancia relativa de los géneros de
bacterias dominantes por etapa para taxones representados en un umbral de abundancia >1%.

Contrastando con la poca diversidad de la comunidad de hongos presentes en el biofiltro, la
comunidad bacteriana mostro una alta cantidad de UTOs llegando a 79 a nivel de género en
la etapa 1 como se ve en la Figura 16 en los recuadros B y C. Un total de 163610, 136551 y
147023 lecturas fueron generadas y 106701, 88975 y 97620 aprobaron el criterio de calidad
preestablecido para las etapas 1, 2 y 3 respectivamente. Se encontré un gran numero de UTOs
a nivel de género, 79 en laetapa 1y 72 en la etapa 3 en comparacion las 66 de la etapa 2. El
diagrama de Venn de comunidades bacterianas por etapa revelo que la mayoria de las
bacterias comparten género y que la mayor cantidad que no lo comparten se encontraron en
la etapa 1. Entre los ocho UTOs Unicos de la etapa 1 se identificaron miembros de los géneros
Bordatella, Citricoccus, Paracoccus, Rhodococcus y Arthrobacter con abundancia relativa

menor que el 1%.
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La abundancia bacteriana relativa por etapa se muestra en la Figura 16C. Las UTOs con las
abundancias relativas mas grandes son miembros de la familia Rhizobiaceae y de los géneros

Pelagibacterium, Luteimonas y Ornithinimicrobium.

6 Discusion.

F. solani es capaz de degradar DMP y no metanol

En un comienzo se planted determinar la posibilidad de F. solani y R. erythropolis de
degradar metanol y DMP para utilizarlos ambos en un consorcio dentro del biofiltro, es por
esto por lo que se procedio a investigar en microcosmos. En el caso de metanol, no existia
reportes de que estos microorganismos pudieran degradarlos, sin embargo, al secuenciar F.
solani se encontrd una proteina putativa que es capaza de degradar metanol (Coleman, J. et
al., 2009) y aunque en este hongo aun no se ha encontrado monooxigenasas de flavina que
son las enzimas que degradan DMP, en muchos hongos se pueden encontrar este tipo de
enzimas (Weber et al, 1995; Syed et al, 2013) ademés de que Fusarium es conocida por ser
capaz de degradar muchos compuestos organicos ciclicos como por ejemplo el tolueno (Qi

et al., 2002, Vergara-Fernandez et al., 2017).

¢Son capaces de degradar metanol y DMP R. erythropolis y F. solani? Es la pregunta que
nos haciamos, para resolverlo era necesario generar condiciones para evaluar y medir su
eventual uso de estas sustancias como fuente de carbono. En el primer experimento se
procedio realizar cultivos en microcosmos para determinar la capacidad de degradacion de

ambas especies con cada contaminante.

Para comenzar con la discusion de los resultados del primer experimento es necesario ver la

Figura 3. En esta se grafica la cantidad de compuesto en las botellas (microcosmos) en la fase
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gaseosa en funcion del tiempo. Especificamente en este resultado no se puede apreciar una
tendencia a la baja en el tiempo debido a que el control mostraba la misma tendencia. Una
de las posibles razones de que las mediciones hayan sido tan irregulares es la baja
concentracion gque alcanzan los contaminantes en la fase gaseosa. Particularmente en las
mediciones de la Figura 3 las concentraciones fluctuaban entre los 0,05 y 0,30 g/m?, no
obstante, las concentraciones de compuestos en el aire se encuentran entre estos rangos

(Estrada et al, 2012).

Ademas, se utilizo la técnica de head space para poder determinar la concentracion de
equilibrio entre la fase gaseosa y fase liquida del compuesto en cuestiéon, lo que dificulté una
medicion precisa mas aun en concentraciones tan bajas. Para disminuir los errores de
medicién y aumentar la eficiencia de esta, en los experimentos posteriores se aumento la
concentracion inicial en el liquido para resolver el problema del limite de medicion del
cromatdgrafo ya que, es posible que estuviésemos bajo este. En la Figura 4 muestra el
resultado de aumentar al doble la concentracion inicial en el liquido de 0,5 g/L a 1,0 g/L, lo
que mejoro sustancialmente las mediciones, pero con dificultades ya que la técnica de head
space se realizd de forma manual. En esta se puede ver como no hay una diferencia
significativa de las concentraciones de la fase gaseosa entre el control y la botella con R.
erythropolis ya que, de haber una tendencia clara, a las 60 horas aproximadamente se veria
una disminucién en la botella que contenia la bacteria. De manera similar en la Figura 5 se
observa que F. solani tampoco es capaz de degradar metanol. Cabe mencionar que no solo
estd la complicacion de usar concentraciones bajas ya que, una concentracion elevada de
metanol puede ser contraproducente con el crecimiento 6ptimo de los microorganismos

debido a la posible inhibicion que puede producir este compuesto (Valle, D., et al, 2016).
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En cuanto a DMP existe una diferencia con el metanol ya que este compuesto es menos
volatil que el metanol por consecuente, su concentracion en la fase gaseosa es menor en
comparacion con el metanol. Ademas, su efecto a altas concentraciones sobre los
microrganismos utilizados no ha sido estudiado, por lo cual aumentar a una concentracion

inicial en el liquido muy alta hubiese sido una decision arriesgada.

En la Figura 6 no se puede dilucidar si efectivamente R. erythropolis es capaz o no de
degradar DMP, aunque esta grafica indique una disminucién a lo largo de los dias puesto
que, el control muestra una tendencia similar a la botella que contenia a la bacteria. Una de
las razones que pueden explicar esta pude deberse que inicialmente se trabajo con valvulas
mininert las que presentaron fugas por lo cual las mediciones eran erréneas, otra posible
razdn es que existiera contaminacién cruzada entre las botellas al utilizar la jeringa, pero esta
opcion se descartd ya que el procedimiento se realizé adecuadamente, esterilizando las
jeringas y luego de cada medicion se utiliz6 una solucion etanol al 70% para evitar
precisamente esta contaminacion cruzada. Contrarrestando nuestros resultados en Rappert et
al. pudieron aislar una cepa de R. erythropolis (DM-45) que si era capaz de degradar DMP.
Por el contrario, con la cepa utilizada en esta investigacion (DSM 43066) pareciera no poder
degradarlo segun los ensayos de degradacion que se observan en las figuras 6 y 7. Sin
embargo, al ser contradictorio con lo presentado por Rappert es que no podemos concluir con

certeza que esta cepa de R. erythropolis no se capaz de degradar DMP.

Por otro lado, F. solani mostro una tendencia hacia la disminucion de DMP en comparacion
con el control como se puede ver en la Figura 7 ya que a partir de aqui ya no se utilizo las
valvulas mininert y se utilizd precintos circulares de aluminio y septos de PTFE

(politetrafluoroetileno). Lo que disipé los problemas de fuga que producian las tapas
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mininert. En esta Figura se aprecia como R. erythropolis no muestra una aparente
disminucion al pasar el tiempo y con F. solani a contar del tercer dia se observa una
disminucion que permite deducir que F. solani es capaz de degradar DMP ya que la
disminucion de DMP en la fase gaseosa continua al pasar el tiempo en con eso que podemos
decir que F. solani mostro la capacidad de degradar DMP. Este hecho es al innovador puesto
que no hay estudios hasta la fecha que hayan investigado si este hongo es capaz de degradar
DMP, no obstante, podemos comparar como F. solani es capaz de degradar compuestos
estructuralmente parecidos a DMP como lo es el tolueno en el trabajo de Morales et al donde
se puede observar cdmo se comporta F. solani es capaz de degradar tolueno a lo largo de 100
horas que degrada donde cerca del 50% del tolueno es mineralizado o convertido en otros
compuestos. En el caso de DMP cerca del 60% es mineralizado o convertido en otros

metabolitos.

Con la finalidad de determinar un medio propicio para establecer las condiciones dptimas
para la degradacién se compararon los medios MM y HCMM3, esto se observa en la Figura
8 donde se puede ver que utilizar el medio MM contribuye a una degradacion mas eficaz en
comparacion con el otro medio, pero no por una diferencia de gran envergadura. Esto
permitid decidir que medio seria el mejor o el mas apropiado para iniciar el funcionamiento

del biofiltro.
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F. solani tiene un crecimiento mayor en medio solido

Los biofiltros de lecho escurrido en su interior contienen un lecho con el cual el
microorganismo interacttia formando una biopelicula (Purswani J., et al, 2011) favoreciendo
el crecimiento de F. solani en este caso. Es por esto por lo que se realiz6 un ensayo de
degradacion en viales con vermiculita embebida con medio mineral y DMP. En la Figura 9
se observa que la degradacion es similar al medio liquido, sin embargo, visualmente tiene un
crecimiento mayor en comparacion con el medio liquido. Como complemento se midio la
concentracion de CO; para evaluar si efectivamente parte del DMP se convertia en CO,. Ya
que parte de este contaminante es fuente de carbono para el hongo y lo que no se logra
integrar se lobera en forma de este gas. Esto se observa en la Figura 10. En esta se observa
la produccion de CO2 por parte de la metabolizacion de DMP por parte de F. solani lo que

confirma de que este hongo es capaz de usar DMP como fuente de carbono.

Ademas, se quiso evaluar la posibilidad de que F. solani pudiera utilizar DMP como una
fuente de nitrégeno ya que, la 2,5-dimetilpirazina contiene dos atomos de nitrégeno
conformando el anillo aromatico. En la Figura 11 se muestra la gréafica del ensayo de
degradacion en medio solido en viales donde se observa que entre el medio sin nitrégeno y
con nitrégeno no existe una diferencia significativa. En ambos medios se observa una
degradacién similar con lo que podemos sugerir que principalmente el DMP es utilizado
como fuente de carbono, pero no de nitrégeno, aunque no se puede descartar por completo.
Para poder investigar este aspecto en investigaciones futuras se podria indagar mas a fondo
la posibilidad de que F. solani ademas de utilizar DMP como fuente de carbono lo utiliza
como fuente de nitrégeno. Esto podria realizarse utilizando un espectrometro de masas,

sintetizando DMP con nitrégeno 15 que es el isotopo pesado de manera similar a como lo
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realizan en Sosinska et al donde utilizaron sulfato de amonio con nitrogeno 15 para medir
mediante espectrometria de masas la variacion de la cantidad de nitrégeno en la pared de
celular de Candida albicans debida al pH. Cabe mencionar que el DMP es un compuesto
poco volatil y tiende permanecer mucho tiempo en los utensilios con los que se trabaja sin
importar con lo que se limpiara la jeringa de inyeccidon ni las veces que se limpiaba siempre
mostraba un peak en el cromatdgrafo. Por lo cual en el control abi6tico muestra haber DMP,
pero se preparo sin este. Por ultimo, para este punto se midio la concentracion de COz en
estos viales y este mostro una produccién similar entre ambos medios como se ve en la Figura

12.

Biofiltro de lecho escurrido con Fusarium solani es eficaz en degradar DMP.

Hasta la fecha no existen investigaciones relacionadas a la degradacion de DMP por hongos
incluyendo a F. solani. Por este motivo resulta complicado comparar los resultados de esta
investigacidn con otra similar, no obstante, hay trabajos de investigacion relacionados con la
degradacion de tolueno en biofiltros con F. solani (Vergara-Fernandez et al., 2017).
Considerando la estructura molecular del tolueno que es similar a la de DMP y que el primer
paso de la degradacién del tolueno en hongos comienza con el ataque de una monooxigenasa
(Luykx DMA, et al, 2003; Blasi B, et al, 2017). En Vergara-Fernandez et al., 2017 utilizan
un biofiltro inoculado con F. solani para degradar tolueno con una eficiencia relativa de un
83% y una carga de entrada critica de 100 g m-3 h-1 y un EBRT de 154 s. Esta informacion
puede servir como comparacion entre los resultados obtenidos en este trabajo. La eficiencia
relativa promedio obtenida con este filtro los primeros 14 dias fue de 71%, los siguientes 26
dias fue de 74%, una carga de entrada critica fue de 3 g m-3 h-1y el EBRT del sistema es

155 s. Aunque estructuralmente son compuestos similares, DMP es un compuesto mas
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soluble en agua que el tolueno el primero con un coeficiente de particion aire-agua de 8,4*10-
5y el segundo es de 2,2 esto puede ser la explicacion detras de la diferencia en la capacidad
de eliminacion. Ya que a una igual carga de entrada la concentracién de DMP seria 26000
veces mas alta que la de tolueno. Por lo cual, aunque no se sabe si DMP tiene un efecto
inhibitorio en la degradacion de este, no seria posible obtener capacidades de eliminacion
como las del tolueno, si esta inhibicion fuese efectiva. Ademas, a concentraciones més altas

de DMP la eficiencia relativa del biofiltro disminuye sugiriendo una inhibicion.

F. solani es el principal componente de la biodiversidad presente en el biofiltro

La abundancia relativa de F. solani fue de un 99% en la etapa 1, 98% en la etapa 2 y 97% en
la etapa 3. Otras dos especies de hongos aparte de F. solani fueron encontradas, descritas en
los resultados, pero con muy poca presencia. Y a diferencia de la de la poca diversidad de
hongos presentes en cada etapa, la diversidad de bacterias fue mayor. La curva de refraccion
para todas las etapas tiende hacia la saturacion, sugiriendo que la diversidad de la comunidad
bacteriana fue adecuadamente capturada. Ya que el biofiltro fue inoculado solamente con F.
solani, pero operado con aire no estéril, las bacterias que colonizaron el biofiltro pueden
haber ingresado por el aire o por el medio mineral, el cual se esterilizaba, pero se manejo en
condiciones no asépticas. El diagrama de Venn revelo la presencia de géneros de Bordetella,
Blastococcus, Citricoccus, Paracoccus, Rhodococcus, y Arthrobacter. Cabe remarcar que
Rhodococcus erythropolis DM-45 (Rappert et al, 2006) y Arthrobacter sp. (Kutanova et al,
2013) se han descrito como capaces de degradar DMP. Las razones por las cuales estas tienen
una abundancia relativa baja considerando su habilidad de degradar el compuesto como
fuente de carbono es desconocida. Ademas de que, en los experimentos de esta investigacion,

la cepa con la que se realizaron los experimentos no mostro una capacidad clara de
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degradacion. Por lo que es aun mas interesante saber el motivo de este suceso. Ademas, se
encontraron miembros de las familias de Rhizobiaceae y de los géneros Pelagibacterium,
Luteimonas y Ornithinimicrobium. Rhizobium excellensis puede sintetizar la alquilpirazina
sustituida 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina (Chatonet et al, 2010), no obstante, no hay reportes
de degradacion de DMP por miembros de este género. De manera similar, no existe
informacidn acerca de metabolizacion de pirazinas en taxones Pelagibacterium, Luteimonas,
0 Ornithinimicrobium. A pesar de la falta de informacion con respecto de la habilidad de
estas bacterias de usar DMP como Unica fuente de carbono y energia, la abundancia de
géneros en el biofiltro apunta a una comunidad enriquecida donde algunos miembros
metabolizan directamente DMP mientras que los otros podrian utilizar los productos

intermedios de la degradacion.
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7  Conclusion

Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que tanto R. erythropolis como F.
solani no son capaces de utilizar metanol como Unica fuente de carbono. Las razones por la
cuales estos organismos no mostraron esa habilidad son ain desconocidas y podria ser un
tema para investigar en el futuro. Lo més interesante e incluso controversial es que aun
habiendo investigaciones sobre la capacidad de R. erythropolis de degradar DMP en esta
investigacion no fuese posible demostrarlo. Es posible que sea a que son cepas distintas 0 a
un error en la implementacion de los experimentos, sin embargo, estos fueron realizados de

la misma manera en que fueron descritos por el autor Rappert (Rappert et al, 2006).

Por otra parte, F. solani si mostro capacidad de degradar DMP con un 60% de mineralizacion
del compuesto. Esto llevo a la determinacion de utilizar un biofiltro de lecho escurrido con
F. solani y determinar la eficiencia de este en el abatimiento de este contaminante. El biofiltro
con F. solani mostro potencial para poder mitigar el DMP del ambiente con una eficiencia
relativa de 80% con una carga de entrada de 11.3 g m= h™. La secuenciacion de ADN de alto
rendimiento mostré que F. solani fue el mayor representante de la comunidad fangica con
una abundancia relativa de 97%, lo que indica que juega un papel importante en el biofiltro
posiblemente a su habilidad de degradar DMP. Si la comunidad fungica estaba compuesta
por solo cinco géneros, la comunidad bacteriana tuvo una inmensa variedad con 79 géneros
diferentes identificados. El papel de los miembros de esta comunidad bacteriana en la
degradacion de DMP o en la transformacion de metabolitos intermedios esta aun por
dilucidar. Por ultimo, el desempefio del biofiltro tiene un alto potencial para eliminar DMP
este podria se replicado a una escala mayor para facilitar la eliminacion de este compuesto

en fabricas que procesan alimentos.
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