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RESUMEN

Los procesos biologicos de degradacion de compuestos contaminantes constituyen una
alternativa econémica y de bajo impacto ambiental comparada con las técnicas
convencionales. La bioconversion de estos contaminantes en productos valiosos genera
un interés atiin mayor en el empleo de las biotecnologias. El presente trabajo se centrd en
el estudio de la biodegradacion de compuestos organicos volatiles y su bioconversion en
sustancias de alto valor farmacéutico y médico empleando las bacterias Halomonas
stevensii y Rhodococcus opacus. Los estudios en batch demostraron la capacidad de
dichas especies de degradar tolueno, alcanzando rendimientos del 100% y dando lugar a
la sintesis de ectoina e hidroxiectoina, evaluada a diferentes concentraciones salinas.
Posteriormente se oper6 un reactor de tanque agitado destinado al mismo objetivo,
alcanzando rendimientos de eliminacion de tolueno del 42% con Rhodococcus opacus con
una salinidad del 3% NaCl y producciones de ectoina e hidroxiectoina de 9,4 mg/Ly 2,8
mg/L respectivamente.

Palabras clave: Compuestos organicos volatiles, bioconversion de tolueno, ectoina,
hidroxiectoina, microorganismos extremaofilos.

ABSTRACT

Biological processes for the degradation of pollutants are an economical alternative with
low environmental impact compared to conventional techniques. The bioconversion of
pollutants into valuable products generates greater interest in the use of biotechnologies.
The present work focused on the study of biodegradation of volatile organic compounds
and their bioconversion into substances of high pharmaceutical and medical value using
Halomonas stevensii and Rhodococcus opacus. Batch studies demonstrated the capacity
of these species to degrade toluene, reaching 100% removal performance and resulting in
the synthesis of ectoine and hydroxyectoine, evaluated at different salt concentrations.
Subsequently, a stirred tank reactor was operated for the same purpose, achieving toluene
removals of 42% with Rhodococcus opacus at 3% NaCl salinity and ectoine and
hydroxyectoine concentrations of 9.4 mg/L and 2.8 mg/L, respectively.

Keywords: Volatile organic compounds, toluene bioconversion, ectoine, hydroxyectoine,
extremophilic microorganisms.
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1. INTRODUCCION

1.1. Contaminacion atmosférica. Estado actual

La contaminacion ambiental derivada principalmente de la actividad antropogénica
(empleo de combustibles fosiles, uso de productos quimicos y pesticidas, deforestacion,
etc.) ha generado un serio problema que se extiende al aire, agua y suelo (Rothon, 2022).
Las emisiones gaseosas resultantes del transporte, procesos industriales, o el tratamiento
de residuos soélidos y liquidos constituyen un gran riesgo para la salud de los seres vivos,
el medio ambiente y los bienes materiales que los rodean segun la Agencia Europea de
Medio Ambiente (EEA, 2023).

La contaminacion del aire presenta efectos muy negativos, estimandose una mortalidad
anual de 4,2 millones de personas por exposicion a contaminacion del aire exterior; 3,8
millones de muertes por contaminacion de aire de interior, y se estima que casi toda la
poblacion (99%) habita en zonas donde la calidad del aire supera los limites de
contaminacion recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Ademas
repercute a nivel econdmico, estimandose un coste de 1,3 billones de euros en el
tratamiento de la contaminacion de aire de interior y exterior (OMS, 2023). El estudio y
control de la contaminacion de aire de interior es muy importante debido a que la mayor
parte del tiempo (cercano al 90%) se tiende a permanecer en espacios cerrados, cuya
ventilacion es escasa. La contaminacion del aire de interior provoca serios problemas para
la salud provocando irritaciones en las vias respiratorias, alergias, enfermedades
neurodegenerativas e incluso cancer (Tan et al., 2022).

Esta situacion ha provocado el desarrollo de una legislacion estricta para controlar la
reduccion de las emisiones contaminantes y una mejora de la calidad del aire. Entre la
normativa mas reciente destaca la Ley 34/2007, cuyo fin es establecer las bases en
cuanto a prevencion, vigilancia y reduccion de la contaminacion atmosférica mediante la
aprobacion de planes y programas relativos a la mejora de la calidad del aire y el diseno
de indicadores ambientales; y el RD 39/2017, que establece objetivos de calidad del aire
para los diferentes contaminantes, regula los métodos y criterios de evaluacion vy
determina la informacion a intercambiar a las administraciones publicas y a la poblacion
en relacion a la calidad del aire (Miteco, 2023).

Los principales contaminantes atmosféricos incluyen compuestos quimicos, como los
oxidos de nitrogeno (NOx), 6xidos de azufre (SOx), mondxido de carbono (CO), diéxido de
carbono (CO2), ozono (03), hidrocarburos (HC) o compuestos organicos volatiles (COVs);
particulas; contaminantes biol6gicos como virus, bacterias, alérgenos u hongos; y agentes
fisicos (temperatura, campos electromagnéticos, etc.) (Gonzalez-Martin et al., 2021).
Debido a la creciente exposicion a estos contaminantes en el aire y su gran impacto
econdmico y social, se han implantado tecnologias cada vez mas eficientes para el
tratamiento de contaminantes biol6gicos del aire, asi como la eliminacion de compuestos
de alto riesgo para la salud, como particulas, CO, NOx, Oz o COVs (Cantera et al., 2022a).

1.2. Compuestos organicos volatiles (COVs)

1.2.1. Aspectos generales y caracteristicas

Los compuestos organicos volatiles son un grupo de contaminantes organicos que a
temperatura ambiente se encuentran en estado gaseoso o son muy volatiles a dicha
temperatura. Concretamente, son aquellos compuestos que a una temperatura de 20°C
presentan una presion de vapor igual o superior a 0,01 kPa segin el RD 117/2003.

1
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Los COVs estan constituidos generalmente por una cadena de carbonos inferior a doce y
contienen diferentes elementos tales como oxigeno, cloro, fllor, nitrégeno, azufre o bromo.
Dentro de este grupo se encuentran varios tipos de compuestos con diferentes
caracteristicas, como los hidrocarburos alifaticos (p.ej. n-hexano), hidrocarburos
aromaticos (p.ej. benceno, tolueno), derivados halégenos (p.ej. diclorometano), aldehidos
(p.ej. formaldehido), cetonas (p.ej. acetona), alcoholes (p.ej. etanol), ésteres (p.ej. acetato
de etilo) y otros como el acido acético, la acrilamida o el acetonitrilo (Brofind, 2020).

Ademas de generar danos ambientales, como la destruccion de la capa de ozono
estratosférico (derivados halogenados), los COVs también son perjudiciales para la salud.
La exposicidon a estos contaminantes a corto plazo provoca irritacion de ojos y vias
respiratorias, mareos, nauseas, o trastornos visuales, mientras que a largo plazo genera
danos en el sistema nervioso, higado, corazén o los rifiones, y riesgo carcinogénico (Yu et
al., 2022). Ademas, los COVs son responsables del smog fotoquimico (Figura 1), afectando
negativamente tanto al medio ambiente como a la salud humana (Miteco, 2023).

I Secondary Pollutants

Primary: Pollutants : 03 PANS

Figura 1: Smog fotoquimico (Terrasa, 2022)

Sus fuentes de emision, a pesar de que una pequena parte se pueden generar mediante
procesos naturales, resultan principalmente de actividades antropogénicas (Crowcon,
2023). En el caso de la acumulacion de COVs atmosféricos, la mayor parte de las
emisiones proceden de gases de escape de vehiculos, emisiones fugitivas en la carga y
descarga de combustibles, emisiones en procesos industriales y emisiones derivadas de
la construccion, de la agricultura o del tratamiento de residuos (Figura 2). En el caso de
las emisiones de COVs en el aire de interior son hasta 10 veces mayores que las que se
encuentran en la atmoésfera segun la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU (EPA,
2023). Dichas emisiones proceden de compuestos de uso diario como son el empleo de
productos de limpieza, cosméticos, materiales de construccion, desodorantes,
insecticidas, pinturas, adhesivos o disolventes entre otros (Brofind, 2020). Por dichas
razones, la Directiva Europea 2004/42/CE y el Real Decreto 117/2003 han definido los
limites maximos de emisiones de COVs de dichos productos (BOE, 2023).
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2018
 Agriculture: 13,052,596.27 t

« Buildings: 22,774,553.59 t
125M Power industry: 915,550.47 t _
» Transport: 10,985,267.2 t
Waste: 3,157,939.27 t
Other industrial combustion: 48,224,759.61 t
Other: 33,169,114.83

Total: 132279781.24 t

175 1880 1985 1990 2000 2005 2010 2015

® Agriculture @ Buildings Powerindustry @ Transport Waste Other industrial combustion Other

Figura 2: Evolucion historica de emisiones mundiales de COVs por sector econoémico (EEA, 2018)

De este conjunto de compuestos destaca un grupo de hidrocarburos aromaticos
denominado BTEX, formado por benceno (CsHs), tolueno (CeHsCHs), etilbenceno (CsHi1o) vy
xileno (CsH10), que se encuentran en combustibles fosiles como el petroleo y sus derivados,
y que se caracterizan por los graves efectos que presentan tanto para la salud humana
como para el medio ambiente (Figura 3). Su empleo es muy frecuente debido a su uso en
la sintesis de productos plasticos, fibras sintéticas o pesticidas entre otros, o que ha
provocado un incremento en la emision de BTEX en los Gltimos anos (Valladares, 2013).
Sin embargo, estos compuestos presentan propiedades genotoxicas, generan problemas
sobre el sistema respiratorio, afectan al sistema nervioso central y a otros érganos como
rinones o higado, ademas de ser cancerigenos y mutagénicos como el caso del benceno,
el cual esta clasificado como carcindgeno humano de riesgo medio por la EPA (Carvajal et
al., 2018). Ademas, dicho organismo ha establecido niveles maximos permisibles para los
diferentes compuestos en el agua potable de 1000, 700 y 10000 ug/L para el tolueno,
etilbenceno y xileno respectivamente (Chesnaux, 2008). Del mismo modo, se han
establecido concentraciones maximas en el aire de 5 y 434 mg/m3 de tolueno y
etilbenceno respectivamente (EPA, 2023). Debido a los efectos perjudiciales que
presentan, existe una gran necesidad de desarrollar tecnologias de tratamiento eficaces
que ayuden a reducir las emisiones de estos compuestos.

9 OO

benzene toluene ethylbenzene
H,C: : CH,
H,C H.C” : H.C” i “CH,
o-xylene p-xylene m-xylene

Figura 3: Estructura molecular de los BTEX (Yu et al., 2022)
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1.2.2. Tolueno

Dentro de los BTEX se encuentra el tolueno (también denominado metilbenceno), el cual
es empleado como materia prima para la obtencion de diferentes sustancias y productos
como el acido benzoico, fenol, colorantes, medicamentos, perfumes, TNT o detergentes
entre otros (PRTR, 2023). A presion y temperatura ambiente se trata de un liquido incoloro
con un olor caracteristico similar al disolvente de pintura que se caracteriza por ser soluble
en la mayor parte de sustancias organicas lipofilicas, siendo poco miscible en agua. El
tolueno esta clasificado como sustancia peligrosa por el Reglamento (CE) n° 1907/2006
(Miteco, 2023), ya que produce efectos perjudiciales en el ser humano, afectando al
sistema nervioso, rinones, higado y al sistema reproductor.

La sintesis quimica de tolueno se produce por la ciclodehidrogenacion del n-heptano a
partir de catalizadores, y como subproducto en el proceso de formacion de etileno y
propeno. Las propiedades fisicas del tolueno se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1: Propiedades fisicas y termodinamicas del tolueno (PRTR, 2023)

Férmula quimica C7H8
Peso molecular 92,1 g/mol
Punto de ebullicion 111°C
Punto de fusion -95 °C
Densidad relativa del liquido 0,87 g/ml
Solubilidad en agua 0,47 g/L
Presion de vapor (20 °C) 2,9 kPa
Densidad relativa del gas 3,2 g/ml
Punto de inflamacion 4°C
Temperatura de autoignicion 480 °C

1.3. Técnicas actuales para el tratamiento de COVs

1.3.1. Tecnologjas fisico-quimicas de tratamiento de COVs

Los efectos perjudiciales derivados de estos contaminantes han generado la necesidad de
desarrollar diferentes estrategias de tratamiento para minimizar sus niveles. Las técnicas
de tratamiento de COVs mas empleadas actualmente en la industria se basan en procesos
fisicoquimicos, como los procesos de oxidacion térmica y catalitica, adsorcion, absorcion,
separacion por membranas o condensacion entre otras, debido a sus elevadas eficacias
de eliminacion que pueden alcanzar una eficacia superior al 90% (Yu et al., 2022). Sin
embargo, estas técnicas suponen elevados costes de inversion y operacion debido a la
complejidad de algunos sistemas, ademas de ser poco respetuosos con el medioambiente
ya que algunas tecnologias requieren condiciones extremas de operacion, consumos
energéticos elevados y materias primas costosas (Carvajal et al., 2018). En la Tabla 2 se
muestran las técnicas fisico-quimicas mas empleadas, sus ventajas e inconvenientes,
eficiencias de eliminaciéon asi como su impacto ambiental:
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Tabla 2: Caracteristicas de las tecnologias fisico-quimicas de tratamiento de COVs

. ) ) Eficiencia Impacto ,
Tecnologia Ventajas Desventajas e g . Referencia
eliminacion | ambiental
Elevado consumo
energético y emisiones
. . Muy versatil en de CO2, generacion de Eficiencia de
Oxidacion cuanto a caudal contaminantes eliminacion de los Alt (Genano, 2022)
térm ica y concentracion secundarios (NOxy CO), contaminantes 0 o
contaminante elevados volimenes de superior al 99%.
equipos y costes de
mantenimiento
N r
coc:nsg fﬁ:;itaez Sensibilidad térmica,
secundarios limitaciones en la
Oxidaci()n CONSUMo ’ trasferencia de materia, Alta eficiencia de (Condorchem
. energético baio elevado coste del eliminacion Alto Envitech, 2023)
catalitica ge ueﬁoJ Y catalizador y posible (~95%) ’
v:lu?nen de envenenamiento de
equipos catalizadores
C d
emador de .Z‘ipaZ e‘ Elevado consumo de La eficiencia de
u purificar varios ) o
. tinos de combustible (altos eliminacion es Alto (Genano, 2022)
gas residual emri)siones costes de inversion) superior al 99%.
Purifi d
L;Zrlrfznizndss Elevado coste de Alta eficiencia de
‘2 ) ) operacion S
Adsorcidon aire con bajas » eliminacion Alto (Genano, 2022)
concentraciones (reemplazo/regeneracion (>95%)
de COVs del adsorbente) 5
Purifi d
L;Zr::niasndss Consumo de disolventes Alta eficiencia de
.z A ) toxicos e inflamables y o
Absorcion aire con bajas eliminacion Alto (Genano, 2022)
concentraciones elevado consumo (~98%)
de COVs energético
Separacion No requiere
sustancias . » Eficacias de
. Posible saturacion de los L .
por adicionales, separacion Medio (Yu et al., 2022)
consumo poros de la membrana superiores al 80%
membran 0
embranas energético bajo
Tratamiento de
emisiones de Elevado consumo Eficacias de (Condorchem
COVs de alt liminacio
Condensacion s de (":1, a energetico e @macmn Alto Envitech, 2023)
concentracion (> superiores al 95%
5000 ppmv)
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Ademas de las tecnologias citadas existen técnicas mixtas que combinan varias
tecnologias como la adsorcion y la oxidacion térmica regenerativa, o la evapooxidacion
(Condorchem Envitech, 2023). Aunque dichas técnicas consiguen una eliminacion eficaz
de los contaminantes en las corrientes tratadas, en la mayoria de estas tecnologias dichos
compuestos quedan retenidos, acumulandose sin ser degradados completamente y
requiriendo tratamientos posteriores de eliminaciéon (Gonzalez-Martin et al., 2021). Por
ello, una opcion mas ambientalmente respetuosa, capaz de degradar completamente una
gran diversidad de COVs con diferentes concentraciones de manera simultanea y que
puede ser mas rentable y eficiente si se disena e implementa correctamente es el
tratamiento de COVs con tecnologias biologicas (Lamprea et al., 2021).

1.3.2. Tecnologias biolégicas para el tratamiento de COVs

Las tecnologias biologicas se presentan como una alternativa rentable y sostenible para
el tratamiento de corrientes gaseosas con concentraciones bajas 0 moderadas de estos
contaminantes, sin requerir de productos quimicos, ni generando residuos peligrosos. Sin
embargo, su viabilidad se encuentra aun limitada debido a dos factores principales: 1) El
limitado conocimiento que se tiene de microorganismos capaces de degradar dichos
compuestos, muchos de ellos compuestos recalcitrantes y que a altas concentraciones,
tanto los COVs como sus derivados metabdlicos son toxicos y 2) a la necesidad de
encontrar las condiciones adecuadas para asegurar la actividad microbiana, tanto a nivel
de cultivo como de operacion, ya que estos compuestos presentan limitaciones en cuanto
a su baja transferencia de materia, complicando su disponibilidad para las comunidades
microbianas, lo que hace que sean dificiles de eliminar de manera completa.

e Microorganismos degradadores de COVs

Hasta el momento se conoce una pequena variedad de microorganismos que sean
capaces de degradar COVs (Cantera et al.,, 2022a). Sin embargo, se han aislado
microorganismos de alta versatilidad metabdlica capaces de emplear dichos compuestos
organicos volatiles como fuente de carbono y energia (Wu et al., 2023). Entre ellos
destacan varios géneros bacterianos (Tabla 3), como Pseudomonas, Rhodococcus o
Burkholderia, ya que muchas de sus especies son capaces de mineralizar completamente
una gran variedad de COVs (Chaudhary et al., 2023).

Tabla 3: Microorganismos degradadores de COVs

BTEX Microorganismos Referencia

Pseudomonas mendocina KR1, Pseudomonas sp. OX1,
Pseudomonas aeruginosa JI104, P. putida F1,
Benceno Pseudoxanthomonas spadix BD-a59, Ralstonia pickettii PKO1,
B. vietnamiensis G4, Nitrosomonas europaea, R. jostii RHA1, (Kumar, A., 2019),
Rhodococcus sp. DK17, Paraburkholderia aromaticivorans BNS | (Yoshikawa et al.,

Pseudomonas mendocina KR1, Pseudomonas sp. OX1, P. 2017), (L.ee etal,
putida F1, P. putida mt-2, Pseudomonas pseudoalcaligenes, 2019), (Kim et al.,
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59, Ralstonia pickettii PKO1, 2002)
B. vietnamiensis G4, Nitrosomonas europaea, R. jostii RHAL, R.
opacus, Rhodococcus sp. DK17, Paraburkholderia
aromaticivorans BN5, Thauera sp. DNT-1, Acetinobacter sp,

Tolueno
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P. putida F1, Pseudoxanthomonas spadix BD-a59,
Etilbenceno Nitrosomonas europaea, R. jostii RHAL, R. opacus,
Rhodococcus sp. DK17, Paraburkholderia aromaticivorans BN5

Pseudomonas sp. OX1, P. putida mt-2, Pseudomonas
pseudoalcaligenes, Pseudoxanthomonas spadix BD-a59,
Nitrosomonas europaea, Rhodococcus sp. DK17 (o-xileno), R.
jostii RHAL

Xilenos

En cuanto a las rutas metabdlicas para la degradacion de COVs, existen diferentes vias
dependiendo de las enzimas de degradacion involucradas (Figura 4). Estas rutas se
encuentran catalizadas por enzimas oxigenasas. Durante las rutas metabdlicas se
producen un grupo de metabolitos intermedios, compuestos de catecol, que se generan
por diferentes vias: catecol durante la degradacion de benceno y tolueno, 3-metilcatecol
en la degradacion de tolueno, o-xileno y m-xileno, y 4-metilcatecol durante la degradacion
de p-xileno. Estos compuestos son transformados posteriormente en piruvato y
acetaldehido que se utilizan en el anabolismo celular (Yoshikawa et al., 2017).

CHj Involved microorganisms / involved enzymes
OH R
©/ HaC 1 Burkholderia vietnamiensis G4 | TomA
Ot Pseudomonas aeruginosa J1104 [ BmoA
oeresol OH Pseudomonas sp. OX1 / TouA
1 I 3 t")‘lu;';:}_d - Il Pseudomonas putida F1 / TodC1
V AaRyarogio Rhodococeus jostii RHA1 / ring-hydroxylating dioxygenase
CHj Thauera sp. DNT-1 / TodC1
CHg
III Pseudomonas aeruginosa J1104 | BmoA
L> > Pseudomonas sp. OX1 / TouA
] Ralstonia pickettii PKO1 / ThuAl
toluene A CEORQ.

V  Pseudomonas mendocina KR1 [ TmoA
Pseudomonas aeruginosa J1104 / BmoA

v OH IV Nitrosomonas europaeal ammonia monooxygenase
v l Pseudomonas putida mt-2 | XylA, XyIM
CHj

benzyl alcohol Pseudomonas sp. OX1 / TouA
Pseudoxanthomonas spadix BD-a59 | TmoA

&ii Ralstonia pickettii PKO1 / TbuAl

preresol

Figura 4: Etapas metabdlicas iniciales en la biodegradacion de tolueno (Yoshikawa et al., 2017)

e Tecnologias bioldgicas de tratamiento de COVs

Entre los sistemas biolégicos de eliminacion de COVs mas comunes se encuentran dos
tipos de configuraciones: los biorreactores de lecho empacado, siendo los biofiltros y
biofiltros percoladores los mas comunes; y los biorreactores de crecimiento en suspension,
como los tanques agitados y los biorreactores airlift (Figura 5) (Cantera et al., 2017a).

Los biofiltros (BF) consisten en reactores de oxidacion biolégica basados en el contacto
entre la corriente gaseosa contaminada himeda y los microorganismos, que se
encuentran inmovilizados en un material de empaque donde crecen, el cual es atravesado
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por dicha corriente para conseguir su purificacion (Figura 5.d). Los microorganismos
emplean el contaminante como fuente de carbono y energia. Esta tecnologia es empleada
en corrientes gaseosas con concentraciones de contaminante inferiores a 5 g/ms3.
Presentan altas superficies de contacto gas-liquido y bajos costos de operacion, pero
poseen un bajo control en las condiciones de crecimiento y ocupan grandes volimenes.
En estos sistemas se deben tener en cuenta diferentes parametros como el tipo de relleno,
humedad, temperatura, pH, velocidad de flujo, caida de presion y tiempo de residencia de
la fase gas entre otros (Castro, 2009).

Los biofiltros percoladores (BTF) consisten en reactores de oxidacion biologica donde el
gas entra al reactor en contracorriente a la fase liquida, permitiendo que los
contaminantes absorbidos en el liquido se encuentren en contacto constante con el
microorganismo para alcanzar una eliminacién rapida (Figura 5.c). Esta tecnologia
presenta grandes ventajas como bajas caidas de presion, equipos compactos, mayor
estabilidad, bajo coste de operacién y una mayor facilidad de controlar los parametros
operacionales, ademas de una alta eficiencia de eliminacion (>90%). Sin embargo requiere
el suministro continuo de nutrientes, elevados costes de inversion y posible taponamiento
del sistema por la biomasa (Yu et al., 2022).

En cuanto a los biorreactores de tanque agitado (Figura 5.a), los microorganismos se
encuentran suspendidos en el medio de cultivo gracias a la agitacion mecanica que
proporciona la homogeneizacion del contenido del biorreactor y la mejora de la
transferencia gas-liquido en el medio. La corriente gaseosa contaminada es introducida
directamente mediante difusor. Esta técnica permite un entorno controlado para el
crecimiento de microorganismos. La homogeneidad de las variables en todos los puntos
del reactor asegura una mayor eficacia y rendimiento de los bioprocesos (Cultiply, 2022).
Ademas, esta configuracion permite la extraccion de la biomasa para una posible
valorizacion.

Por ultimo, los biorreactores airlift (Figura 5.b) son otro tipo comudn de reactores biologicos
basados en la circulacion de burbujas de gas con el objetivo de mezclar el medio de cultivo
y mantener a los microorganismos en suspension (Cultiply, 2022). A diferencia de los
biorreactores de tanque agitado, no requiere agitacion mecanica, sino que su agitacion es
neumatica y son empleados generalmente en bioprocesos donde la transferencia gas-
liqguido es importante. Ademas su simplicidad (no requiere partes moviles), su bajo
consumo energético y las elevadas tasas de transferencia de calor y masa la convierten
en una alternativa de gran interés (Braga et al., 2015).
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Figura 5: Principales configuraciones de biotecnologias orientadas al tratamiento de COVs: a) Biorreactor
de tanque agitado, b) Biorreactor Airlift, ¢) Biofiltro percolador, d) Biofiltro (Cantera et al., 2017a)

Aunque estas tecnologias ya han sido implementadas a escala real, adn existen
limitaciones en los procesos debido a que suelen ser mas lentos que los procesos fisico-
guimicos, a la poca experiencia e informacion hasta ahora sobre las posibles mejoras a
aplicar para aumentar la eficiencia y rentabilidad del proceso, las limitaciones en la
transferencia gas-liquido, la identificacion de nuevas especies viables y la blsqueda de
condiciones 6ptimas de cultivo y operacion. Por ello, es necesario desarrollar nuevos
estudios a escala de laboratorio para superar dichas limitaciones y optimizar los procesos
en planta real.

1.4. Bioconversion de COVs en productos valiosos

Los procesos biologicos desarrollados durante los Ultimos anos han permitido observar la
capacidad de ciertos microorganismos de generar productos de valor a partir de la
biodegradacion de compuestos contaminantes residuales empleandolos como fuente de
carbono y energia. Esto permite abaratar los costes en la obtencion de estos compuestos,
los cuales se producen tradicionalmente empleando azlicares como materia prima que
representan hasta el 50% del coste de produccion y compiten con el mercado alimentario
(Zeng, 2019). A pesar de ello, hasta ahora casi no hay estudios sobre la biotransformacion
de COVs en sustancias con valor de mercado.

1.4.1. Bioplasticos

Uno de los escasos bioproductos que se han sintetizado hasta el momento a partir de COVs
son los bioplasticos, siendo los polihidroxialcanoatos (PHA) los mas comunes (Figura 6),
9
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como el poli-3-hidroxibutirato (PHB) o el poli-3-hidroxivalerato (PHV). Los bioplasticos
consisten en poliésteres lineales producidos de forma natural en condiciones de limitacion
de nutrientes (N, O, P, S o Mg) y exceso de carbono, como una reserva de carbono y
energia, por varios géneros bacterianos (Figura 6). La intensa necesidad de sustituir los
plasticos tradicionales derivados de combustibles fésiles por productos mas respetuosos
medioambientalmente ha provocado un interés comercial acerca de este tipo de
bioproductos, ya que éstos presentan propiedades mecanicas muy similares a algunos
plasticos convencionales como el polietileno (PE) o polipropileno (PP) con el anadido de
ser biodegradables y biocompatibles (Cantera et al., 2017a).

i+ Pseudomonas aeruginosa

Polyester granulum

Figura 6: Acumulacion de PHAs en P.aeruginosa (Yadira & Riano, 2010)

Se ha reportado una pequena variedad de microorganismos degradadores de COVs
capaces de producir PHAs (Tabla 4). Varias especies de Pseudomonas son capaces de
producir PHAs de cadena media a partir de diferentes COVs. Ademas, algunas especies del
género Rhodococcus, como Rhodococcus aetherivorans son capaces de producir PHB
empleando COVs aromaticos.

Tabla 4: Acumulacion de PHA en cultivos bacterianos de BTEXS

Microorganismo cov Contenido Tipo Reactor Condiciones Referencias
max PHA* operacion
Tolueno (L) 22%
P. putida F1 Benceno (L) 15% Pruebas por T=30°C; pH=7
ETB (L) 14% lotes [Hidrocarburo
. Tolueno (L) 22% (matraces aromatico] =
P.putidamt2 1 aeno (L) 26% agitados) 0.7%vol | \iodinovic et
P. putida CA-3 Estireno (L) 32,9% al., 2008)
T=30°C; pH= N
Cultivo mixto: P. Pruebas por 6.8
putida F1, mt-2 y BTEXS (L) 36% Tiempo
lotes en STR >
CA-3 operacion:
48h
T=30°C; pH=7
Tiempo
Pseudomonas Tolueno (G) 58,9% Pruebas por opeSrgcr;]lon. (Ni et al.,
fulva TY16 ETB (G) 28,6% lotes en STR . . 2010)
Alimentacion
tolueno: 0.42
glL-1h-1
Tiempo
operacion: 48
Pseudomonas sp. Tolyeno (L) 14.8% Pruebas por h (Narancic et
TN301 o-xileno (L) 19,2% lotes [Hidrocarburo al., 2012)
BTEX (L) 25% DA N
aromatico] =
0.7% vol
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T=28°C
Rhodococcus Pruebas de T'em,p‘? .
. o operacion: 72 (Hori et al.,
aetherivorans Tolueno (L) 18% lotes
. h 2009)
IAR1 alimentados _
[Tolueno] =
0.06% vol.

L: contaminante alimentado en forma liquida; G: contaminante alimentado en forma gaseosa; ETB:
etilbenceno; STR: reactor de tanque agitado; *Contenido maximo de PHA expresado en %p/p

Uno de los principales problemas de los PHAs es que poseen poco valor en el mercado (2-
7 €/kg) y que ya se producen industrialmente de manera eficiente usando una gran
cantidad de sustratos (Pesante & Frison, 2023), por lo que se estan investigando nuevas
alternativas para la bioconversion de compuestos organicos volatiles en nuevos productos
con mayor valor social y econédmico. En este caso, uno de los sectores con mayor
movimiento en el mercado es el sector farmacéutico, el cual maneja un mercado de 1,4
billones de dolares (Statista, 2021), por lo que el estudio de bioconversion de COVs en
bioproductos de interés en estos sectores puede ser una gran alternativa, tratandose de
un campo inexplorado hasta ahora.

1.5. Biomoléculas de interés farmacéutico y médico.

Hasta ahora, los Unicos bioproductos de interés obtenidos a partir de la biotransformacion
de compuestos organicos volatiles se basaban en los bioplasticos mencionados
anteriormente. Sin embargo, su transformacion en compuestos de alto valor de mercado,
como los farmacos y los cosméticos podria ayudar a fomentar y rentabilizar sus
eliminaciones, y promoveria una economia circular y neutra con el clima.

Compuestos interesantes, por su alto valor son los osmolitos o solutos compatibles
generados por microorganismos cuando se exponen a ambientes extremos, como la alta
salinidad (Becker & Wittmann, 2020). Los solutos compatibles pueden ser de diferentes
clases estructurales como azucares (p.ej. sacarosa), polioles (p.€j. glicerol), diaminoacidos
N-acetilados, betainas (glicina betaina y sus derivados) o inminoacidos (p.ej. prolina o
glutamato). En los inminoacidos se incluyen ectoinas, como la ectoina e hidroxiectoina.
Las bacterias emplean diferentes solutos para su equilibrio osmético en funcion de
diferentes factores como la salinidad, la duracion del estrés osmético, la fuente de carbono
empleada en su cultivo o la disponibilidad de sustratos y osmolitos en el entorno (Pastor
et al., 2010).

15.1. Ectoina e hidroxiectoina

Entre los osmolitos producidos se encuentra la ectoina, y su derivado hidroxilado, la
hidroxiectoina, solutos compatibles que proporcionan equilibrio osmético a una gran
variedad de bacterias halotolerantes. La ectoina (acido 2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-
4-carboxilico) es un iminoacido ciclico, derivado del aspartato (Figura 7a) (Becker &
Wittmann, 2020). Se trata de un compuesto soluble en agua, de bajo peso molecular
(142,16 g/mol) y zwitterionico (Ng et al., 2020).

La hidroxiectoina, derivado hidroxilado de la ectoina, se trata de otro soluto compatible de
interés comercial (acido 5-hidroxi-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico) (Figura
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7b). Se obtiene a partir de la hidroxilacion biolégica de la ectoina catalizada por la ectoina
hidroxilasa (Pastor et al., 2010).

a) b)

Figura 7: Estructura molecular de la ectoina (a) y de la hidroxiectoina (b)

Ambas moléculas son eficaces como estabilizadores de enzimas, complejos ADN-proteina
y acidos nucleicos frente a la accion nociva de altas salinidades, desecacion, congelacion
y desnaturalizacion térmica, lo que las hace muy interesantes para su uso en cosmética,
medicina o nutricion (Ng et al., 2020). Su gran interés hace que se hayan convertido en un
producto de alto valor econémico en el sector farmacéutico (1000 €/kg ectoina y 1200
€/kg hidroxiectoina) y cuya importancia de mercado se incrementa cada ano (Cantera et
al., 2020). En el caso de la hidroxiectoina presenta unas propiedades protectoras
superiores a las de la ectoina, lo que la convierte en un producto de mayor valor. Ademas,
tiene una funcién protectora frente al estrés por calor. Debido a las excelentes propiedades
gue presentan, se espera que su mercado siga creciendo, sobre todo enfocado a dos areas
principales, la industria farmacéutica y la industria médica. En cuanto a la industria
farmacéutica, sus aplicaciones estan orientadas hacia el sector cosmético, especialmente
en productos relacionados con el cuidado de la piel y el cabello. Por otro lado, la industria
médica esta empezando a emplear la ectoina en aerosoles nasales y colirios, cremas para
la dermatitis o en liquidos para inhalacion pulmonar debido a sus propiedades
antialergénicas y antidesecantes. Generalmente la ectoina y la hidroxiectoina son
producidas de forma natural a la vez (Cantera et al., 2022c¢).

Actualmente estos osmolitos son producidos industrialmente mediante biotecnologias a
partir de Halomonas elongata mediante un proceso llamado biomilking, consistente en
una fermentacion por lotes basada en choques hipo e hiperosméticos de manera
secuencial (Oren, 2010). La limitacion que presenta es el alto coste del proceso y su baja
sostenibilidad ya que requiere de azlcares de alta calidad, que compiten con el mercado
alimentario (Cantera et al., 2017b), por lo que se estan desarrollando estudios para la
busqueda de sustratos alternativos para su produccion de forma barata y respetuosa
medioambientalmente.

Las bacterias de los géneros Halomonas, Brevibacterium y Chromohalobacter son capaces
de acumular grandes cantidades de ectoina (hasta 15,5% g/g biomasa) cuando se
encuentran a altas salinidades, siendo la cepa Halomonas elongata la mas comun para
su produccion industrial. Las bacterias del género Halomonas son capaces de crecer en
condiciones de salinidad de hasta el 35% de NaCl obteniendo concentraciones de ectoina
entre 150-358 mg/g biomasa (Cantera et al., 2022b). Se han desarrollado estudios para
la obtencidon de ectoina a concentraciones salinas inferiores a partir de microorganismos
modificados, pero el rechazo por parte del mercado hace que se busquen nuevas
alternativas (Cantera et al., 2022c¢).

Una alternativa poco desarrollada alin para la obtencion de bioproductos de interés es el
empleo de compuestos contaminantes como fuente de carbono. Esta alternativa presenta
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la ventaja de utilizar un contaminante residual nocivo para la obtencion de productos de
alto valor, evitando asi el empleo de materias primas de elevado coste y por lo tanto,
reduciendo el coste del proceso. Estudios recientes han demostrado que algunos
metanotrofos  halotolerantes del género Methylomicrobium, Methylobacter vy
Methylohalobius tienen la capacidad de producir ectoina en biorreactores hasta
concentraciones del 3 al 10 % (g/g), empleando CH4 como fuente de carbono en funcion
de la concentracion de NaCl, lo que permite, ademas de obtener bioproductos valiosos,
mitigar emisiones contaminantes (Cantera et al., 2018).

Sin embargo, no se conoce ninguna especie capaz de transformar COVs en ectoina e
hidroxiectoina. Por ello, en investigaciones anteriores se ha desarrollado una blsqueda a
través de mineria genética en bases de datos publicas con el fin de encontrar bacterias
capaces de degradar COVs y producir ectoina e hidroxiectoina de acuerdo con su material
gendmico. De dicha busqueda se obtuvieron dos candidatos que potencialmente eran
capaces de biotransformar tolueno en sustancias de alto valor (ectoina e hidroxiectoina):
Rhodococcus opacus y Halomonas stevensii.

- Rhodococcus opacus

Se trata de una bacteria grampositiva aerobia con capacidad natural de tolerar y consumir
compuestos aromaticos toxicos (Figura 8-izqda). Presenta un gran potencial en la
produccion de sustancias valiosas a partir de compuestos aromaticos (Diao et al., 2022).
Se ha comprobado su capacidad de produccion de PHAs empleando COVs como fuente de
carbono operando en reactor de tanque agitado bajo condiciones de limitacion en
nitrégeno, obteniendo productividades de PHAs de hasta el 39,7% en peso (Rodriguez,
2022). Presenta unas condiciones O0ptimas de cultivo de 28-30 °C y una concentracion de
NaCl maxima de 7% (Nazari et al., 2022).

- Halomonas stevensii

Se trata de una bacteria de tipo bacilo gramnegativa, aerobia, haldfila, mévil, no formadora
de esporas (Figura 8-drcha). En estudios anteriores se ha observado la capacidad que
presentan de eliminar compuestos contaminantes como el CO2 en biorreactores continuos
empleando el CO2 como fuente de carbono y tiosulfato como fuente de energia,
obteniendo capacidades de eliminacion de hasta 37,1 mg CO2 L1 h'1; y su capacidad de
obtener sustancias de alto valor como ectoina a partir de dicha fuente de carbono,
obteniendo concentraciones de ectoina de hasta el 22% (g/g) (Cantera et al., 2022b). Las
condiciones de cultivo se encuentran a una temperatura entre 10-40 °C (6ptimo 30-35 °C)
y un pH entre 7-11 (6ptimo pH 8-9). El rango de concentracion salina en la que se observa
crecimiento se encuentra entre 0-20% NaCl (6ptima 3-7,5%) (Kim et al., 2010).

Figura 8: Rhodococcus opacus (izqda.) y Halomonas sp. (drcha.) (Wolfe-Simon et al., 2011)
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2. OBJETIVOS

Este Trabajo Fin de Master tiene como objetivo principal el estudio por primera vez de la
biotransformacion de compuestos organicos volatiles (COVs) en compuestos de alto valor
farmacéutico y médico empleando dos especies de bacterias, Halomonas stevensii y
Rhodococcus opacus. Para ello se realizaran diferentes ensayos en lotes y en continuo
operando a diferentes concentraciones salinas.

El presente estudio incluye los siguientes objetivos especificos:

- Estudiar la capacidad biodegradativa de tolueno de las especies bacterianas
Halomonas stevensii y Rhodococcus opacus.

- Comparar la capacidad de produccion de sustancias de alto valor de mercado por
dichas especies bacterianas empleando tolueno como Unica fuente de carbono y
energia.

- Evaluar la influencia de la concentracion de NaCl en la biodegradacion de COVs y
produccion de sustancias de alto valor de mercado.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Inéculo y medio mineral empleado

- Inéculo empleado

Para realizar el estudio experimental se han empleado dos especies distintas de bacterias,
Halomonas stevensii y Rhodococcus opacus, procedentes de la coleccion de cultivo
Leibniz-Institut DSMZ (Alemania). Para cada tipo de ensayo, las bacterias fueron
previamente crecidas introduciendo un 1% de inoculo fresco (2 mL/200 mL) en medio
mineral M9 (Tabla 5) con glucosa como principal fuente de energia y carbono,
transfiriendo posteriormente un 5% de inéculo crecido (10 mL/200 mL) a medio mineral
salino de amonio (AMS) (Tabla 6) sin otra fuente de carbono o energia que el tolueno.

- Medio de cultivo

Como se ha mencionado anteriormente, para el estudio se emplearon dos tipos de medios,
el medio mineral M9y el medio mineral salino de amonio AMS. A continuacion, se muestra
la composicion de las diferentes soluciones y el volumen empleado para los dos medios
minerales:

1) Medio mineral M9

Tabla 5: Composicion medio mineral M9

Solucién I: Concentrado M9 (10X) (100 mL/L)
Na2HPO4-2H-0 75,2 g/L
KH2PO4 30¢g/L
NaCl 5g/L
NH4CI 5g/L
Solucion |l (20 mL/L)

Glucosa (20%) 200 g/L
Solucion Il (1 mL/L)
MgS0s-7H20 (1M) 246,5 g/L
Solucién IV (0,3 mL/L)
CaCl2-2H20 (1M) 147 g/L
Solucién V (1 mL/L)

Biotina 1g/L
Solucién Vi (1 mL/L)

Tiamina 1g/L
Solucién VII: Elementos traza (20 mL/L)

EDTA 5¢g/L
FeCls-6H20 0,83 g/L
ZnCly 0,168 g/L
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CuCl2-2H20 0,13 g/L
CoCl2-2H20 0,01 g/L
HBOs 0,01 g/L
MnCl2>-4H20 0,0016 g/L
Las soluciones I, II, lll y IV fueron autoclavadas a 121 °C durante 20 min para asegurar la

esterilidad del proceso. En cuanto a las soluciones V, VI y VII fueron filtradas con filtros
estériles de 0,22 ym para mantener la esterilidad del proceso, ya que no se pueden
autoclavar dichas soluciones debido a que precipitarian.

2) Medio mineral salino de amonio (AMS)

Tabla 6: Composicion medio mineral salino de amonio (AMS)

Medio mineral AMS

MgS04-7H20 1g/L
NaCl *
NH4Cl 0,5¢g/L
KNO3 1g/L
TES Acida 1 mL/L
TES Alcalina 1 mL/L
*: Dependiendo de la concentracion salina que se requiera
TES Acida
HCI (50 mM) 1,8 g/L
H3BO3z (1 mM) 0,0618 g/L
MnCl2 (0,5 mM) 0,0613 g/L
FeCl2 (7,5 mM) 0,9435 g/L
CoCl2 (0,5 mM) 0,0645 g/L
NiCl2 (0,1 mM) 0,0129 g/L
ZnCl2 (0,5 mM) 0,0677 g/L
CuCl2 (0,1 mM) 0,0134 g/L
TES Alcalina
NaOH (10 mM) 0,4 g/L
Na2SeOs (0,1 mM) 0,0173 g/L
NazxWO0s (0,1 mM) 0,0294 g/L
Na2MoO0s (0,1 mM) 0,0205 g/L

El medio mineral se debe autoclavar a 121°C durante 20 min para asegurar su esterilidad.
También se preparé una solucion conjunta de vitaminas y solucion 3B en una botella
serolégica donde se introdujo la solucion 3B filtrada mediante filtros estériles de 0,22 ym
y las vitaminas en un ratio 10:1 (Tabla 7).
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Tabla 7: Composicion solucién 3B y solucion de vitaminas

Solucion 3B
CaCl»>-2H20 11g/L

Solucion Vitaminas

Biotina 0,02 g/L
Nicotinamida 0,2 g/L
p-Acido aminobenzoico 0,1g/L
Tiamina (Vit B1) 0,2g/L
Acido pantoténico 0,1g/L
Piridoxamina 0,5¢g/L
Cianocobalamina (Vit B12) 0,1g/L
Riboflavina 0,1g/L

Para los ensayos en lotes se prepar6é medio AMS con una concentracion de 30, 40, 50 y
60 g L'1 NaCl. Para los ensayos operados en continuo se introdujo en el medio mineral AMS
un agente tampon, piperazina-1,4-bis(acido-2-etanosulféonico), con el objetivo de mantener
estable el pH durante los ensayos. Todos los reactivos empleados en la elaboracion de las
preparaciones fueron adquiridos en PanReac AppliChem-ITW Reagents (Barcelona,
Espana). En cuanto al compuesto contaminante empleado en el estudio se utiliz6 tolueno
(C7Hs, 299,5%) adquirido en Sigma-Aldrich (St.Louis, EE.UU).

3.2. Descripcion del sistema experimental en continuo. Diagrama de
flujo

El sistema experimental empleado para la elaboracion del presente estudio se representa
en el siguiente diagrama (Figura 9):

Alre
comprimido Tomamuestras
gas salida Extraccion
(1) Bomba gases
Manorreductor inyeccion Tomamuestras | — (10)
tolueno gas entrada (6)
@ 3
O

(2) .
Rotametro

(6)

. | Extraccion
Filtro fase liquida
Aire (9)

(7)

) ©)
Borboteador
{camara mezcla) Reactor (8)
Vtotal = 550 mL
Vop. =400 mL

Figura 9: Diagrama de flujo del sistema experimental empleado

La corriente de entrada al sistema consiste en una corriente de aire comprimido (1)
regulada mediante un manorreductor (2) y con un caudal de 40 mL/min ajustado mediante
un rotametro (3). En esta corriente se inyecta tolueno mediante una bomba de infusion (4)
gue dosifica la cantidad necesaria para obtener una concentracion de tolueno a la entrada
del reactor de 4 g/m3. El tolueno entra al sistema mediante una jeringa de liquidos de 5
mL en forma liquida, evaporandose en contacto con el aire. Esta corriente se homogeniza
mediante un borboteador (5), y es filtrada mediante un filtro de aire (7) antes de entrar al
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reactor (8). La corriente gaseosa entra al reactor por la parte inferior mediante un tubo
difusor y abandona el sistema por la parte superior. El reactor es un biorreactor
automatizado compuesto por un vaso de vidrio de 0,5 L de volumen UGtil y una torre de
control (de la casa Applikon Biotechnology) con tres bombas peristalticas y varios sensores
que permiten controlar el pH, temperatura, demanda de oxigeno o el nivel entre otros. En
la parte superior incorpora un agitador de flujo radial. El reactor dispone en la parte
superior de diferentes conexiones para la toma de muestra, la entrada y salida de las
corrientes gaseosas, y para los sensores de pH y temperatura. El reactor fue operado a
150 rpm para alcanzar la mezcla completa y mejorar la transferencia de materia gas-
liquido. Las muestras de las corrientes gaseosas se tomaron a la entrada y a la salida del
reactor en los tomamuestras correspondientes (6), mientras que las muestras liquidas se
extrajeron mediante jeringa a través de una conexion del reactor (9). La corriente gaseosa
de salida se dirige finalmente hacia el sistema de extraccion (10) instalado en el
laboratorio.

3.3. Procedimiento experimental
- Experimentos operados en discontinuo

Para el crecimiento de los cultivos en medio mineral M9 con glucosa se emplearon dos
botellas de vidrio de 1,2 L (una botella para cada tipo de bacteria). Dichas botellas se
cerraron con septum de butilo herméticos y tapones de rosca y fueron autoclavadas a 121
°C durante 20 minutos antes de proceder a la inoculacion. Una vez autoclavadas se
inocularon con un 5% (10 mL/200 mL) de inéculo de cada una de las bacterias
seleccionadas. Una vez inoculadas se colocaron en placas agitadoras (Fisher Scientific)
para su agitacion a 250 rpm a 25°C.

Tras el crecimiento de los cultivos en medio M9, dichos inéculos fueron transferidos a
medio AMS a diferentes salinidades. Para los ensayos con H. stevensii, el medio AMS fue
preparado con 3, 5y 6% NaCl respectivamente, mientras que para R. opacus se prepard
el medio AMS con una concentracion salina del 3, 4, 5y 6% NaCl para analizar la influencia
de la salinidad en la capacidad de biodegradacion de tolueno y produccion de ectoina e
hidroxiectoina por parte de las especies bacterianas empleadas. Para ello, cada una de
las especies crecidas se centrifugd a 7800 rpm durante 10 min, y el pellet obtenido se
resuspendié en 30 mL de medio AMS en condiciones estériles. Dicho indculo se usé para
llevar a cabo experimentos en lotes en triplicado y duplicado usando tolueno como fuente
de carbono y energia. Para ello se usaron 4 botellas estériles de 1,2 L por ensayo, donde
se introdujeron 190 mL de AMS, a la salinidad correspondiente del ensayo, y 10 mL del
in6culo resuspendido (excepto en el control abidtico). El tolueno se anadid a cada botella
mediante una jeringa de liquidos de 5 L, inyectando en las botellas 4,6 pL de tolueno
(equivalentes a 4 g¢/m3 en la fase gas) como Unica fuente de carbono y energia. Una vez
introducido el contaminante se colocaron las botellas en placas agitadoras a 250 rpm a
25°C (Figura 10). Después de 30 minutos en agitacion se tomoé la primera muestra del
espacio de cabezas como punto inicial del estudio, a partir del cual se pudo analizar la
evolucion de la degradacion de tolueno a lo largo del experimento.

Los ensayos se realizaron analizando periédicamente la concentracion de tolueno, la
densidad 6ptica y el pH de las botellas a lo largo del tiempo. Las botellas de ensayo fueron
alimentadas de nuevo con tolueno una vez que se consumia por completo el tolueno en el
espacio de cabezas, iniciando un nuevo ciclo de consumo. Tras cinco ciclos de consumo,
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se extrajeron muestras del caldo de cultivo de cada botella para determinar la produccion
de ectoina e hidroxiectoina.

Figura 10: Ensayos biodegradacion tolueno R.opacus y H.stevensii

- Experimentos en continuo

Durante esta fase experimental se procedié al montaje del sistema en continuo (Figura
11), en el cual se realizaron previamente las pruebas hidraulicas y se comprobaron todas
las conexiones del sistema para comprobar la ausencia de posibles fugas. Inicialmente se
realizd un test abidtico (24 horas) antes de la inoculacion del sistema para descartar la
posible eliminacion del tolueno de forma fisico-quimica. Para ello el reactor se esterilizd
con 400 mL de medio AMS, se conectd y se controld la presion de la linea de aire a 1 bar
ajustando el flujo de la corriente de aire a 40 mL/min. Posteriormente se puso en marcha
la bomba de jeringa, ajustando un flujo de inyeccion de tolueno de 0,19 uL/min y el tiempo
de residencia en 10 minutos. Se dejo estabilizar el sistema y se tom6 una muestra de gas
en la entrada y salida del reactor para observar las concentraciones de tolueno en ambos
puntos. Cuando se obtuvo la misma concentracion de tolueno a la entrada y salida se
procedid al experimento biético.

Una vez finalizado el ensayo abidtico se procedioé a inocular el reactor. Para ello se usd
como in6culo el centrifugado de los experimentos en lotes resuspendido en 50 mL de
medio AMS estéril. Se extrajeron 50 mL del medio AMS del reactor y se reemplazaron con
los 50 mL de in6culo para tener un volumen operacional en el reactor de 400 mL. Se
realizaron dos ensayos en continuo, el primero a partir de R. opacus en medio AMS 3%
NaCl mediante el in6culo aclimatado en los ensayos batch a dicha concentracion salina, y
el segundo a partir de H.stevensii en medio AMS 6% NaCl mediante inéculo aclimatado en
los ensayos batch correspondientes a dicha salinidad. Se operé a diferentes
concentraciones de sal para observar su influencia en la capacidad de los cultivos para
eliminar el contaminante y producir osmolitos.

En cada ensayo se evaluaron diariamente las concentraciones en fase gas de tolueno, CO2
y O2 en la entrada y salida del reactor, la densidad optica y el pH del cultivo, y diferentes
parametros operacionales como el caudal, presion y temperatura del sistema. También se
extrajeron diariamente muestras para determinar la acumulacion de ectoina e
hidroxiectoina. Por ultimo, al inicio y al final de cada ensayo se tomaron muestras
adicionales de la fase liquida para la evaluacion del carbono organico total (TOC), carbono
inorganico (IC) y nitrégeno total (TN), ademas de la determinacion de sélidos suspendidos
totales (SST).
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Figura 11: Imagen del sistema experimental propuesto

3.4. Métodos analiticos

Los diferentes parametros evaluados en los ensayos en lotes y en continuo fueron
analizados mediante las siguientes técnicas de analisis:

La evolucion en la concentracion de tolueno en las botellas y en el reactor se analizd
diariamente mediante un GC-FID (cromatdgrafo de gas con detector de ionizacion de
llama) del modelo Agilent 8860 GC System equipado con una columna HP-5 ms (30m x
250um x 0,25um). En el método de analisis empleado, tanto la temperatura del inyector
como la del detector se mantuvieron constantes a 250°C. El cromatografo presenta dos
rampas de temperatura en la columna, la primera va desde 40°C hasta 180°C y la segunda
desde 180°C hasta 200°C, y una presion en el inyector de 14,2 psi. El muestreo se llevo a
cabo mediante una jeringa de gases hermética con valvula de cierre de 250 pl.

Para el analisis de las concentraciones de CO2, O2 y N2 en la fase gas, se emple6 un GC-
TCD (cromatografo de gas con detector de conductividad térmica) del modelo Bruker 430-
GC equipado con una columna CP-Molsieve 5A GC (15m x 0,53mm x 15um). En el método
analitico, las temperaturas en el horno, inyector y detector se mantuvieron en 45, 150 y
200°C, respectivamente. Las muestras fueron tomadas mediante una jeringa de gases
hermética con valvula de cierre de 100 pl.

A partir de las rectas de calibrado de cada compuesto, que relacionan el area con su
concentracion, se determinaron las concentraciones de cada compuesto presente en la
muestra (Anexo ).

En cuanto al analisis de la fase liquida se analizd el pH de las muestras mediante un pH-
Meter BASIC 20+ (Crison, Espana) equipado con un electrodo de membrana de vidrio.
Ademas, se analiz6 la densidad 6ptica (OD) para observar la evolucion del crecimiento del
in6culo mediante el empleo de un espectrofotometro UVmini-1240 (Shimadzu Corporation,
Japon).

El analisis de sélidos suspendidos totales (SST) se realiz6 mediante analisis por peso seco,
en el cual la muestra es filtrada a vacio y el filtro es posteriormente secado en estufa a
70°C durante un dia. Una vez a temperatura ambiente se determiné la diferencia entre el
peso del filtro antes y después del proceso. Mediante la curva de calibrado de soélidos
realizada se obtiene la concentracion de biomasa a partir de la OD obtenida (Anexo ).
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El analisis de ectoina e hidroxiectoina se realizd centrifugando 2 mL de medio de cultivo a
12000 rpm durante cinco minutos en tubos Eppendorf y retirando el sobrenadante. Este
proceso se realizd dos veces para concentrar la biomasa. Una vez obtenido el pellet se
llevd a congelar a -20°C. Para la medicion de los solutos se resuspendio el pellet en etanol
70% y anadiendo zirconia se introdujo en un Mini-Beadbeater (BioSpec Products, EE.UU.)
para romper la célula y extraer el soluto intracelular realizando tres ciclos de un minuto.
Después se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante dos minutos y se extrajo 1
mL de sobrenadante filtrado en viales de HPLC. El analisis de ectoina e hidroxiectoina se
analiz6 mediante un HPLC Prominence-i LC-2050C (Shimadzu Corporation, Japon)
equipado con un detector UV a 210 nm. El HPLC lleva incorporado un Polaris, NH2, 180 A,
3 um, 4,6 x 150 mm (Agilent Technologies, EE.UU.). La fase movil fue acetonitrilo/H->0
75/25 (%) a un caudal de 0,6 mL/min. La temperatura del horno fue fijada en 30°C. Se
emplearon patrones externos de ectoina (95% pureza) e hidroxiectoina (95% pureza)
(Sigma Aldrich, Alemania). A partir de las rectas de calibrado, que relacionan el area con
su concentracion, se determinaron las concentraciones de cada osmolito presente en la
muestra (Anexo llI).

La temperatura del reactor se monitorizd mediante un sensor de temperatura incorporado
en el propio equipo, la presion mediante un medidor de presion y el caudal a través de la
variacion de volumen de agua mediante probeta invertida, en la cual la linea de salida de
gas del reactor se introduce durante un tiempo determinado.

La determinacion de TOC, IC y TN disuelto en el caldo de cultivo se realizé empleando un
analizador de carbono organico total del modelo TOC-L CPH unido al equipo TNM-1
(Shimadzu Corporation, Japén) con un tiempo de analisis medio por vial de 20 minutos.

3.5. Calculos realizados

Para evaluar el rendimiento del sistema propuesto se han empleado los siguientes
parametros de analisis:

Eficacia de eliminacion (RE): La eficacia se calcula como el cociente entre la diferencia de
concentracion del COV a la entrada y a la salida del reactor respecto a la concentracion de
entrada, medida en tanto por ciento (%):

[COV]Entrada - [COV]Salida
RE (%) = =100
( A)) [COV]Entrada

Ecuacion 1: Calculo RE

Donde [COV | gniraaa ¥ [COV lsaiiaq hacen referencia a las concentraciones (g/m3) del COV
a la entrada y a la salida del biorreactor.

Capacidad de eliminacién (EC): Se determina como la cantidad de compuesto organico
volatil eliminado por volumen de corriente tratada y por tiempo expresado en g/(m3h).
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9 . ([COV]Entrada - [COV]Salida) -V
EC (m3 : h) B v

Ecuacion 2: Calculo EC

Siendo [COV | gntrada ¥ [COV saiiaa 1@S concentraciones de COV a la entrada y a la salida

del biorreactor en g/m3, V el caudal de corriente gaseosa tratada en m3/h y V el volumen
del reactor en ms3,

Rendimiento de osmolito: Se determina como el cociente entre la concentracion de
osmolito obtenido de la muestray la concentracion de biomasa presente. La concentracion
de soluto se determina a partir del area obtenida del analisis en el HPLC mediante la recta
de calibrado correspondiente. Como la muestra se concentr6 dos veces, dicha
concentracion debe dividirse a la mitad para obtener la concentracion real en mgsoluto/L.
En cuanto a la concentracion de solidos, se determina a partir de la densidad 6ptica de la
muestra mediante la curva de biomasa en gsst/L. El resultado obtenido se expresa en
M&soluto/ EssT:

mgsoluto) — [SOlutO] (m_)

Produccion soluto (
gsst

Ecuacion 3: Calculo del osmolito acumulado
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayos en discontinuo

Los ensayos operados por lotes permitieron realizar un seguimiento de la capacidad de las
especies empleadas para la eliminacion de tolueno y la influencia de la salinidad del medio
mineral en el proceso de biodegradacion del contaminante. Ademas, tras el quinto ciclo
de consumo de tolueno, se tomaron muestras del medio de cultivo para su posterior
analisis y valoracion de la produccion de sustancias de alto valor farmacéutico (ectoina e

hidroxiectoina), observando la influencia de la salinidad del medio en la produccion de
dichas sustancias de alto valor.

e Estudio de biodegradacion de tolueno

Ensayos Halomonas stevensii

Se realizaron tres ensayos en los cuales se comprob6 la capacidad de eliminacion de la
cepa, su adaptacion al contaminante y la influencia de la salinidad en su adaptacion. El
primer experimento, realizado a una salinidad del 3% NaCl, se llevo a cabo por triplicado
durante 59 dias y se observo que tras cuatro dias de operacion en fase de aclimatacion,
en los cuales no se observdé consumo de tolueno, dio comienzo la fase exponencial,

alcanzando eliminacion completa de tolueno. Se realizaron 16 ciclos de consumo totales
durante el primer ensayo (Figura 12.a).

En el segundo ensayo se incremento la salinidad del medio hasta el 5% NaCl y se realiz6
un ensayo por duplicado en el cual se observo un consumo completo del contaminante el
dia 3 de operacion, siendo alimentada posteriormente. El estudio tuvo una duracion de 34
dias y se realizaron 8 ciclos completos de consumo de tolueno (Figura 12.b).

El dltimo ensayo se realiz6 por duplicado a una salinidad en el medio de cultivo del 6%
NaCl, observando un primer consumo completo de tolueno el dia 2 de ensayo. Tras ello se
realizaron ciclos de consumo llegando a realizar durante los 31 dias de ensayo 7 ciclos de
consumo completos para la botella B1 y 6 ciclos para la botella B2, ya que esta Ultima
botella fue retirada el dia 21 para su empleo en los ensayos en continuo (Figura 12.c).

A continuacion, se muestra la evolucion en las concentraciones de tolueno de los tres
experimentos realizados (Figura 12):
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Figura 12: Evolucion del consumo de tolueno en los ensayos por lotes con H. stevensii a una
concentracion salina del: a) 3% NaCl, b) 5% NaCl y ¢) 6% NaCl

Se puede apreciar que la concentracion de tolueno en los controles abidticos va
reduciéndose ligeramente en el tiempo debido posiblemente a la toma de muestras o por
difusion; sin embargo, no presentan la tendencia del resto de botellas con biomasa,
indicando que en las botellas de ensayo bibtico se esta produciendo la biodegradacion del
tolueno por parte de H.stevensii. En el ensayo al 3% NaCl cada ciclo de consumo de tolueno
de la fase gas tuvo una duracion promedio de 3-4 dias, mientras que los ensayos al 5y 6%
NaCl tuvieron una duraciéon promedio de los ciclos entre 4-5 dias, lo que indica que a mayor
salinidad en el medio, la velocidad de degradacion de tolueno por parte del inéculo se
reduce, ya que una mayor concentracion de NaCl limita el crecimiento microbiano.

Ademas, se monitoriz6 la evolucion en el crecimiento del in6culo en cada ensayo,
observando en practicamente todas las botellas un crecimiento del inéculo debido al
consumo de tolueno. Para el ensayo al 3% NaCl se observd un crecimiento de biomasa
desde 352,7 + 22,3 mg/L hasta 406,4 £ 22,3 mg/L, en el ensayo al 5% un incremento de
la concentracion desde 68,9 + 5,9 mg/L hasta 73,6 + 5,9 mg/L, y para el ensayo al 6%
desde una concentracion de 163,1 + 8,7 mg/L hasta 179,7 + 7,2 mg/L. Se observa un
mayor crecimiento del in6culo en el ensayo a una salinidad del 3% NaCl, debido a que se
han realizado una gran cantidad de ciclos de consumo de tolueno (16 ciclos), superior a la
del resto de ensayos realizados con esta especie, lo que hace que el inéculo haya podido
crecer a partir de su aclimatacion y consumo de tolueno como fuente de carbono y energia.
Estudios previos permitieron demostrar la capacidad de biodegradar tolueno a partir de
microorganismos, como (Maliyekkal et al., 2004), en el cual se obtuvieron eficacias de
eliminacion de tolueno del 100% empleando un consorcio mixto microbiano.
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Ensayos Rhodococcus opacus

Para la bacteria Rhodococcus opacus se realizaron cuatro ensayos. El primer estudio se
llevd a cabo por triplicado a una concentracion salina del 3% NaCl durante 52 dias. Se
observa una disminucion progresiva de la concentracion de tolueno desde el dia 1 de
operacion hasta el dia 17, en el cual el indculo consumié el contaminante de forma
completa. Tras su consumo se procedid a alimentar de nuevo con tolueno y se observo su
degradacion hasta un total de 6 ciclos completos. Al final del ensayo, el dia 48 de
operacion, se procedié a resuspender el indculo en medio mineral fresco debido a una
posible limitacion de nutrientes que hacia que los ciclos tuvieran mayor duracion (Figura
13.a).

En el segundo ensayo se procedid de forma similar al ensayo anterior, aumentando la
concentracion salina al 4% NaCl. En este caso, R. opacus previamente crecido en medio
M9 fue capaz de consumir el tolueno de manera completa el dia 3 de ensayo, realizando
durante los 46 dias de ensayo 9 ciclos de consumo de tolueno completos cuya duracién
fue de 2-3 dias. El dia 35 de ensayo se procedid a resuspender el inéculo en medio mineral
fresco para no limitar el sistema de nutrientes (Figura 13.b).

En el tercer ensayo se increment6 la concentracion salina hasta el 5% NaCl. En este ensayo
por duplicado el in6culo fue capaz de consumir de manera completa el tolueno el dia 3 de
ensayo, realizando 6 ciclos de consumo con una duracion entre 5-6 dias. El ensayo tuvo
una duracion de 34 dias (Figura 13.c).

Por altimo, se realizd un ensayo por duplicado durante 31 dias a una concentracion salina
del 6% NaCl. En este caso se observo que, tras 6 dias de ensayo en fase de latencia, el
in6culo consumid de manera completa el tolueno, dando comienzo la fase exponencial y
realizando 11 ciclos de consumo completos con una duracion entre 2 y 3 dias (Figura
13.d).

La siguiente figura muestra la evolucion en las concentraciones de tolueno de los cuatro
ensayos realizados:
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Figura 13: Evolucion del consumo de tolueno en los ensayos por lotes con R. opacus a una concentracion
salina del: a) 3% NaCl, b) 4% NaCl, ¢) 5% NaCl y d) 6% NaCl

En todos los ensayos, la concentracion de tolueno en el control abidtico tiende a disminuir
ligeramente durante el desarrollo del estudio debido a la toma de muestras o por difusion,
sin eliminarse completamente como en el caso de las botellas de ensayo, indicando que
se ha producido biodegradacion del tolueno por parte de la bacteria. Si fijamos el dia 31
como dia final para cada ensayo se observa que en el ensayo al 3% alcanza el quinto ciclo,
el ensayo al 4% alcanza el noveno ciclo, el ensayo al 5% alcanza el sexto ciclo mientras
qgue en el ensayo al 6% alcanza el undécimo ciclo. En este caso las velocidades de
degradacion de los ensayos al 3 'y 6% NaCl no son coherentes, ya que en teoria, a mayor
salinidad, hay un mayor estrés bacteriano, y por lo tanto una menor velocidad de
degradacion. Por el contrario, si sélo se comparan las cinéticas de los ensayos al 4y 5%
NaCl si se observa la influencia de la salinidad en la cinética de degradacion.
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Ademas, se monitore6 la evolucion del crecimiento del inéculo en cada ensayo,
observando que en los ensayos al 3% NaCl la concentracion de biomasa va disminuyendo
progresivamente desde 0,55 g/L hasta 0,28 g/L debido a un descenso inicial por su
aclimatacion al contaminante, una progresiva falta de nutrientes en el medio de cultivo o
por la produccion de algiin metabolito intermedio que impida el crecimiento de biomasa.
En cuanto al crecimiento en el ensayo al 4% NaCl se observa un ligero crecimiento en la
concentracion de biomasa durante la fase exponencial los primeros 25 dias de ensayo
desde 0,43 g/L hasta 0,45 g/L, reduciéndose posteriormente hasta 0,33 g/L debido a que
alcanzo la fase estacionaria, por la limitacion progresiva de nutrientes del medio AMS
inicial o por la produccion de metabolitos intermedios que impidan el crecimiento de
biomasa. En cuanto a los ensayos realizados al 5y 6% NaCl se observa un incremento de
la concentracion de biomasa debido al estado de crecimiento bacteriano en su fase
exponencial, degradando tolueno durante el analisis experimental, y observando un
incremento de concentracion de biomasa para el ensayo al 5% desde 0,07 + 0,04 g/L
hasta 0,16 + 0,02 g/L, y para el ensayo al 6% desde 0,23 + 0,0 g/L hasta 0,4 + 0,1 g/L.

La elevada eficacia de eliminacion de tolueno por parte de Rhodococcus opacus ya fue
reportada en otros estudios como en (Rodriguez, 2022) en el cual se empled la cepa
Rhodococcus opacus DSM 43205, la cual fue capaz de eliminar el tolueno con un
rendimiento de eliminacion del 100%.

e Capacidad de produccion de sustancias de alto valor

Tras completar cinco ciclos de consumo de tolueno en cada ensayo experimental, se
realizd un seguimiento de la produccion de ectoina e hidroxiectoina por parte de las
bacterias estudiadas y se analizd la influencia de la salinidad en su produccion.

En cuanto a los ensayos con H. stevensii se observa que las concentraciones de ectoina
en los tres ensayos son similares, con rendimientos promedio de 0,72 + 0,1, 0,4 + 0,13y
0,64 + 0,03 mg/g biomasa para los ensayos a una salinidad del 3, 5 y 6% NaCl
respectivamente (Figura 14). Si se comparan las concentraciones al 5y 6% se observa un
incremento de la concentracion de ectoina, ya que la concentracion de NaCl tiene un
efecto determinante en la concentracion de ectoina intracelular en relacion a la presion
osmotica, aumentando la concentracion del osmolito con el aumento de NaCl (Lang et al.,
2011). La concentracion obtenida en el ensayo al 3% NaCl se ha atribuido al mayor nimero
de ciclos de consumo de tolueno realizados comparados con el resto de ensayos, con un
mayor aporte de carbono, por lo que dicho valor no puede compararse realmente con las
concentraciones del resto de ensayos.

En cuanto a las concentraciones obtenidas de hidroxiectoina se observd que en el ensayo
al 3% NaCl no se produjo dicho osmolito, mientras que para los ensayos al 5y 6% se
obtuvieron unas concentraciones de 0,81 + 0,03y 0,46 £ 0,4 mg/g respectivamente.
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Figura 14: Produccion de ectoina e hidroxiectoina (mg/g) a diferentes salinidades en los ensayos batch
con H.stevensii

En cuanto a los ensayos con R. opacus se observa que las concentraciones de ectoina van
incrementandose a medida que aumenta la salinidad del medio, con concentraciones
promedio de 0,12 + 0,03, 0,25 + 0,05, 0,27 + 0,05y 0,92 + 0,17 mg/g biomasa para los
ensayos a una salinidad del 3, 4, 5y 6% NaCl respectivamente (Figura 15). Respecto a las
concentraciones obtenidas de hidroxiectoina se observo que en los ensayos al 3y 4% NaCl
se obtuvieron concentraciones inferiores (0,46 + 0,2y 0,27 + 0,07 mg/g respectivamente)
en comparacion con las producciones de los ensayos al 5y 6% NaCl (2,60 + 0,54y 1,62
+ 0,12 mg/g respectivamente). Se obtuvo una mayor concentracion de osmolitos a altas
salinidades debido a que al encontrarse la bacteria a un mayor estrés salino, sintetiza
mayor cantidad de osmolitos de manera intracelular para alcanzar el equilibrio osmético
(Ng et al., 2020).
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Figura 15: Produccion de ectoina e hidroxiectoina (mg/g) a diferentes salinidades en los ensayos batch
con R.opacus

Si comparamos los resultados obtenidos de las producciones de ectoina de ambas
especies se puede observar que las concentraciones obtenidas en las dos especies son
similares para el mismo ensayo (Figura 16), excepto en el ensayo a una concentracion
salina del 3%, en la cual la diferencia de concentracion producida es notable debida
probablemente a una mayor aclimatacion al tolueno de H.stevensii en dicho ensayo. El
ensayo al 4% para H.stevensii no se realizd por lo que no se puede comparar con la
concentracion de ectoina obtenida con R.opacus a dicha concentracion salina.
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En cuanto a la produccion de hidroxiectoina se observa una mayor produccion en la cepa
de Rhodococcus opacus en todos los ensayos a diferente salinidad (Figura 17). Esto puede
deberse a que el in6culo se haya aclimatado mejor al tolueno que H. stevensii, generando
una mayor produccion de osmolito.
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Figura 17: Comparacion de la produccion de hidroxiectoina entre las dos especies estudiadas: H.stevensii
(azul) y R.opacus (rojo)

Las concentraciones de ectoina e hidroxiectoina obtenidas no son muy significativas en
comparacion a otros estudios realizados con diferentes fuentes de carbono. Esto se debe
a que en este estudio se operd con concentraciones bajas de tolueno (4 g¢/m3), por lo que
la fuente de carbono suministrada fue pequena. Ademas, en estudios previos se
emplearon medios de elevada salinidad (15-20%), lo que mejora la produccion de ectoina
(Cantera et al., 2022b). Por ejemplo, (Sauer & Galinski, 1998) obtuvo concentraciones de
ectoina en batch de 155 mg/g a partir de Halomonas elongata DSM 142T empleando
glucosa como fuente de carbono. Otro estudio (Zhang et al., 2009) pudo obtener ectoina
con una concentracion de 245,9 mg/g a partir de Halomonas salina DSM 5928
empleando glutamato sédico como fuente de carbono.

Sin embargo, estos resultados de ectoina e hidroxiectoina permiten demostrar la
posibilidad de bioconversion de compuestos organicos volatiles en sustancias de alto valor
farmacéutico y médico.
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Tras realizar los ensayos en lotes y observar la capacidad de las especies empleadas para
eliminar tolueno y producir sustancias de alto valor, se llevaron a cabo dos experimentos
en continuo en un reactor de tanque agitado alimentado con tolueno, el primero
empleando Rhodococcus opacus como inéculo a una salinidad del medio del 3% NacCl, y
el segundo empleando Halomonas stevensii con una concentracion salina en el medio del
6% NaCl. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en cada ensayo:

Ensayo 1: Rhodococcus opacus (AMS 3% NaCl)

Previamente a la inoculacion y operacion del reactor, se mantuvo durante un dia operando
el reactor en abidtico para asegurar que la degradacion de tolueno es biolégica una vez
comenzase el estudio, descartando una posible eliminacion fisico-quimica. En este caso
se puede apreciar una ligera diferencia entre la concentracion de tolueno en la entrada
(5,65 + 0,24 g/m3) y en la salida (4,8 + 0,18 g/m3) del reactor debido a una posible
adsorcion del tolueno en las paredes del reactor o en alguna conexion del sistema. Como
se ha visto en previos estudios (Li et al., 2017), el tolueno tiende a volatilizarse y
adsorberse en las superficies. Por ello, durante la operacion del reactor en el ensayo se
tuvo en cuenta dicha diferencia a la hora de evaluar la eficacia de eliminacion del

contaminante.

Después de realizar el test abidtico se procedié a inocular el reactor con el in6culo de
Rhodococcus opacus empleado en el ensayo en lotes al 3% NaCl. Dicho ensayo tuvo que

realizarse tres veces tras dos intentos en

los cuales no se obtuvieron resultados

favorables. En el primer intento se operd el sistema durante 7 dias sin observar una
degradacion significativa de tolueno, alcanzando una eficacia maxima de eliminacion del

5,4% el dia 3 de ensayo (Figura 18).
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Figura 18: Eficacia (RE) y capacidad (EC) de eliminacion de tolueno durante Ensayo 1 R1

En el ensayo se observd que el pH del medio de cultivo experimenté una disminucion
significativa a lo largo del estudio desde un pH inicial de 6,83 hasta un pH el dia 7 de
ensayo de 4,48. Esta disminucion del pH puede deberse a la produccion de metabolitos
secundarios acidos como el acido benzoico durante la degradacion de tolueno por parte
de las bacterias (Pruneda et al., 2015), lo que provocé una acidificacion del medio y por lo
tanto la muerte de las bacterias, ya que dichas bacterias suelen crecer a pH superiores a
6,8 (JanRen et al., 2013). La posible muerte de las bacterias se puede corroborar con la
disminucion progresiva que se observa en la concentracion de biomasa durante el ensayo
desde 0,234 g/L hasta 0,156 g/L (Figura 19), debido a la acidificacion del medio del medio

30



. L L. i ESCUELA DE INGENIERIAS
Bioconversion de emisiones gaseosas residuales INDUSTRIALES

Universidad deValladolid MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL

de cultivo que impidié el crecimiento celular y la eliminacion de tolueno por parte del
cultivo.
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Figura 19: Evolucion del pH y de la concentracion de biomasa durante Ensayo 1 R1

Por (ltimo, las concentraciones de solutos compatibles (ectoina e hidroxiectoina)
acumuladas en las bacterias sufrieron una disminucion progresiva hasta su completa
desaparicion debido al descenso significativo del pH, que impidio el crecimiento celulary
provoco la lisis celular, excretando ectoina e hidroxiectoina al medio y disminuyendo su
concentracion intracelular (Figura 20).
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Figura 20: Evolucién de la concentracion de ectoina e hidroxiectoina (mg/g) durante Ensayo 1 R1

El resto de parametros (temperatura, caida de presion y caudal de salida) se mantuvieron
practicamente constantes en 23 + 0,6 °C, 10 mbar y 43 + 0,7 mL/min respectivamente
durante todo el ensayo.

Tras observar dichos resultados se procedid a retirar el ensayo y comenzar un nuevo
ensayo en el cual se empled un inéculo de Rhodococcus opacus con una concentracion
inicial de biomasa de 0,7 g/L, superior al ensayo anterior (0,3 g/L). Una vez inoculado el
reactor se operd el sistema durante 2 dias debido a que se observaron los mismos
problemas que en el ensayo anterior. Se observd una eficacia maxima de eliminacion del
8% el dltimo dia de ensayo; sin embargo, el pH se redujo desde 7,02 hasta 5,82, ademas
de una reduccion en la concentracion de biomasa desde 0,283 hasta 0,171 g/L. También
se observo un descenso de la concentracion de hidroxiectoina, por lo que se decidid
detener el reactor y buscar nuevas estrategias de operacion (Figura 21).
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Figura 21: Evolucion de la concentracion de ectoina e hidroxiectoina (mg/g) durante el Ensayo 1 R2

Tras observar que el pH disminuy6 de forma significativa en los dos intentos anteriores se
propuso anadir una solucion amortiguadora de pH (buffer) la cual permite mantener el pH
del medio de cultivo estable permitiendo el crecimiento del indculo durante la operacion
del sistema. Una vez preparado el medio con la solucion buffer se realizdé un nuevo ensayo
empleando in6culo de Rhodococcus opacus aclimatado previamente en tolueno en medio
AMS 3%NaCl. Este ensayo se llevo a cabo durante 14 dias. A continuacion se muestran los
resultados obtenidos en dicho ensayo con R.opacus:

A) Evolucién temporal de la concentracién de tolueno en la fase gas

Al inicio del ensayo experimental la diferencia de la concentracion de tolueno en la entrada
y en la salida fue muy similar a la obtenida durante el ensayo abi6tico sin observar una
degradacion significativa del tolueno (Figura 22). Sin embargo, a partir del dia 3 se observa
gue la concentracion de tolueno a la salida del reactor empieza a disminuir hasta alcanzar
una concentracion minima de 3,05 g/m3 de tolueno el dia 4, debido a la aclimatacion y
consumo de tolueno por parte del inéculo. A partir de este dia, la concentracion de tolueno
en la salida alcanza el estado estacionario en 3,32 £ 0,17 g/m3, hasta el dia 12 donde la
concentracion de tolueno comenz6 a aumentar en la salida hasta 4 g/m3 debido
posiblemente a una limitacion por nutrientes en el cultivo, ya que solo se intercambiaban
diariamente 10 mL de medio mineral fresco. La concentracion de tolueno en la entrada se
mantuvo practicamente constante durante el estudio en 6,57 + 0,48 g/m3.
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Figura 22: Evolucién de la concentracion de tolueno durante el periodo experimental a la entrada (azul) y
salida (rojo) del reactor del Ensayo 1 R3
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Para analizar el rendimiento del reactor, se determinaron la eficacia de eliminacion (RE) y
la capacidad de eliminacion (EC).
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Figura 23: Evolucion de la RE (amarillo) y EC (verde) del tolueno en el reactor durante el periodo
experimental del Ensayo 1 R3

En cuanto a la eficacia de eliminacion se observa un crecimiento de la eficacia durante los
primeros dias de ensayo, alcanzando una eficacia maxima de eliminacion del 42,0% el dia
3 debido al estado de las bacterias en fase exponencial de degradacion (Figura 23).
Posteriormente la eficacia de eliminacidon se mantiene practicamente constante durante
la mayor parte del ensayo en aproximadamente 36,1 + 4,4% hasta el dia 12, donde
empieza a reducirse hasta el 28,8% el dia 14 debido posiblemente a la limitacion de
nutrientes en el cultivo. En cuanto a la capacidad de eliminacion, se observa la misma
evolucion que en la RE, con una capacidad maxima de eliminacion de tolueno de 18,21 g
m-=3h-1 el dia 3, un valor practicamente estable hasta el dia 12 de 14,2 + 2,6 g m3h1,
reduciéndose posteriormente hasta 11,80 gm=3h1 el dia 14.

En estudios previos han comprobado la capacidad de diferentes cepas de Rhodococcus,
como Rhodococcus opacus DSM 43205 (Rodriguez, 2022) y Rhodococcus erythropolis
(Malhautier et al., 2014) de eliminar tolueno en continuo a concentraciones de 4y 5 g/m3
respectivamente con eficacias del 100%.

Durante la operacion también se evalu6 la produccion de CO2 en la salida del reactor.
Desde el inicio del ensayo hasta el dia 3 se observa una produccion significativa de CO>
con una concentraciobn maxima en dicho periodo de 1,98 g/m3 debido a la fase
exponencial de degradacion (Figura 24). A partir del dia 3, la concentracion de CO2 en la
salida sigue aumentando aunque de forma menos pronunciada, estabilizandose a partir
del dia 6 en una concentracion promedio de 2,02 + 0,1 g/m3. Si se evalla la produccion
de CO2 en el tiempo (Figura 25) se observa la misma tendencia que la evolucion de la
concentracion de CO2 en la salida, con un aumento significativo hasta el dia 3 (11,9 gm-3
ht el dia 3), estabilizandose el dia 6 con una produccion promedio de 12,1 + 0,6 gm=h-1,
El CO2 producido se origina como producto durante los procesos metabdlicos del
microorganismo, el cual a partir de una fuente de carbono y en condiciones aerobias,
generan productos ligados al metabolismo como CO», H20 y biomasa nueva (Castaneda et
al., 2019). En este caso el consumo inicial de tolueno por parte del microorganismo genera
CO2 de forma significativa, hasta que se estabiliza su produccion debido a que se estabiliza
la eliminacion de tolueno.
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Figura 24: Evolucion de la concentracion de CO2 durante el periodo experimental a la entrada (rojo) y a la

salida (azul)
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Figura 25: Produccion de CO2 (g m-3 h'1) durante el estudio experimental

B) Andlisis fase liquida

- pHyOD

El pH del medio de cultivo experimenta un ligero descenso a lo largo del estudio desde un
pH 7 el dia 1 hasta 6,87 el dia 14, posiblemente debido a la produccion de metabolitos
acidos (Figura 26). Sin embargo son valores muy cercanos a pH neutro, manteniéndose
por encima de los valores limite de crecimiento (>6,8), indicando que la solucion buffer
empleada ha permitido estabilizar el pH del sistema y por lo tanto realizar el estudio
favorablemente.

En cuanto al crecimiento de la biomasa analizado por densidad O6ptica se observa como la
biomasa se mantiene inicialmente constante con una concentracion de 0,18 g/L debido a
la fase de latencia hasta el dia 3 de ensayo, donde empieza a aumentar hasta una
concentracion final de 3,44 g/L, demostrando el crecimiento del in6culo empleando
tolueno como Unica fuente de carbono. Cabe destacar en este caso que dichos valores de
concentracion pueden no ser exactos, debido a posibles interferencias durante la medicion
por metabolitos intermedios que provoquen un aumento de la OD. El analisis por densidad
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Optica del medio de cultivo puede conllevar un error significativo a causa del crecimiento
agregado de la biomasa. Dicho crecimiento también se observd a partir del analisis de los
solidos suspendidos volatiles (SST), medidos al inicio y al final del estudio, obteniendo una
concentracion inicial de 1,14 g/L y una concentracion final de 3,89 g/L. Este aumento de
la concentracion de sélidos confirma el crecimiento de la biomasa durante el estudio y la
eficacia del sistema, sin embargo, se trata de una concentracion muy elevada para la
densidad 6ptica que se presenta, lo que puede indicar una interferencia con otros
compuestos como las sales del medio mineral.
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Figura 26: Evolucion del pH (izqda.) y de la concentracion de biomasa (dcha.) durante el Ensayo 1 R3

- Evolucién en la produccion de sustancias de alto valor

Las concentraciones de solutos compatibles (ectoina e hidroxiectoina) producidas por las
bacterias mostraron una ligera disminucion los primeros dias de ensayo debido a la falta
de aclimatacion del inoculo al sistema (Figura 27). Sin embargo, a partir del dia 3 se
observa un incremento significativo en la produccién de ambas sustancias, debido a su
fase exponencial de degradacion de tolueno, con unas concentraciones maximas de
ectoina de 9,4 mg/L el dia 10 de ensayo y de hidroxiectoina de 3,8 mg/L el dia 14 de
ensayo.
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Figura 27: Evolucion de las concentraciones de ectoina (izqda.) e hidroxiectoina (dcha.) durante el estudio
experimental del Ensayo 1 R3

El resto de parametros de operacion (temperatura, caida de presion y caudal de salida) se
mantuvieron en un promedio de 24,1 + 0,4 °C, 10 mbar y 42 + 0,5 mL/min
respectivamente durante todo el estudio experimental.
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e Ensayo 2: Halomonas stevensii (AMS 6% NaCl)

Una vez finalizado el ensayo descrito anteriormente con R. opacus se procedio a iniciar un
nuevo ensayo empleando como indculo H. stevensii aclimatado previamente en tolueno
en medio AMS 6%NaCl. Este ensayo se llevé a cabo durante 14 dias. A continuacion se
muestran los resultados obtenidos en dicho ensayo con H. stevensii:

A) Evolucién temporal de la concentracién de tolueno en la fase gas

Previamente a la inoculacion del reactor se realizd un nuevo ensayo abidtico durante un
dia para asegurar una eliminacion de tolueno de forma biolégica posteriormente en el
ensayo. En este caso se puede observar una diferencia entre la concentracion de tolueno
en la entrada (6,85 + 0,11 g¢/m3) y en la salida (5,32 + 0,1 g/m3) del reactor, siendo una
diferencia tomada en cuenta a la hora de evaluar el rendimiento de eliminacion biolégica
del contaminante.

Durante el estudio experimental se observd que las concentraciones de tolueno a la
entrada y a la salida del reactor se mantuvieron estables durante los primeros diez dias de
ensayo, con una concentracion a la entrada de 7,01 + 0,25 g/m3y una concentracion a la
salida de 5,5 + 0,27 g/m3, siendo una diferencia muy similar a la obtenida durante el
ensayo abiotico, y por lo tanto, concluyendo que practicamente no se produjo eliminacion
bioldgica de tolueno por parte de H. stevensii (Figura 28). Este hecho puede deberse a que
la carga de contaminante es demasiado alta e inhibitoria para el inéculo y no es capaz de
degradarlo. Estudios previos (Malhautier et al., 2014) han evaluado las concentraciones
de tolueno maximas en especies como Rhodococcus erythropolis, determinando valores
toxicos a partir de los 6 g¢/m3. Debido a la no observacion de biodegradacion en el reactor,
durante el ensayo se realizaron dos reinoculaciones del mismo, la primera el dia 4 y la
segunda el dia 10 de ensayo, en las cuales se introdujo biomasa de H.stevensii de los
ensayos de aclimatacion en batch al 6% NaCl resuspendida en medio mineral AMS fresco,
sin observar ninguna evolucion favorable. El dia 12 de ensayo se produjo un descenso de
la concentracion de tolueno en la entrada y en la salida del reactor debido a un error en la
inyeccion de contaminante por parte de la bomba de jeringa.
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Figura 28: Evolucion de la concentracion de tolueno durante el periodo experimental a la entrada (azul) y
salida (rojo) del reactor H.stevensii
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Tanto la eficacia como la capacidad de eliminacion de tolueno por parte del sistema fueron
muy bajas, alcanzando eficacias promedio de 1,73 + 2,16% y obteniendo una eficacia
maxima de eliminacion del 5,93 %, mientras que la capacidad de eliminacion maxima fue
de 2,34 g m3 hl el dia 14 de ensayo (Figura 29). Estos valores indican que la
biodegradacion de tolueno fue practicamente nula.
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Figura 29: Evolucion de la RE (amarillo) y EC (verde) del tolueno en el reactor durante el periodo
experimental del Ensayo 2

También se monitorizé la produccion de CO2 durante el estudio experimental, observando
un ligero incremento de la concentracion de CO2 desde el inicio del ensayo, con una
concentracion inicial en la salida del reactor de 0,29 g/m3, hasta una concentracion final
de CO2 el dia 14 de 0,62 g/m3, manteniéndose la concentracidon en la entrada
practicamente nula (Figura 30). Este ligero incremento puede ser debido a que el inéculo
degrade una pequena parte de tolueno que entra al sistema.
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Figura 30: Evolucion de la concentracion de CO2 en la entrada (rojo) y salida (azul) durante el ensayo 2
De forma similar, la produccién de CO2 con el tiempo aumenta ligeramente durante los 14
dias de ensayo, desde una produccion inicial de 1,77 g m3 h'1 hasta una produccion final

de 3,72 g m3 h1(Figura 31). Las reinoculaciones realizadas durante el ensayo no permiten
observar una mejora significativa en la produccion de CO-.
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Figura 31: Produccion de CO2 durante el segundo ensayo en continuo

B) Anélisis fase liquida

- pHyOD

El pH del medio de cultivo se mantuvo practicamente constante durante todo el ensayo en
6,92 + 0,02 gracias al empleo de la solucion amortiguadora. Este pH es muy cercano al
pH neutro dentro del rango de pH de cultivo (pH 7-11), sin embargo no se encuentra entre
las condiciones 6ptimas de cultivo (pH 8-9) (Kim et al., 2010), por lo que el rendimiento
del sistema ha podido verse afectado.

En cuanto al crecimiento del indculo analizado por densidad Optica se aprecia que la
concentracion de biomasa se reduce desde el dia 1 hasta el dia 4 desde 0,19 g/L hasta
0,1 g/L debido a la elevada carga de contaminante en continuo alimentada y su no
aclimatacion en el medio. Tras la reinoculacion el dia 4 de ensayo la concentracion
aumentod hasta 0,12 g/L, observando posteriormente un descenso progresivo hasta el dia
10 de 0,09 g/L. La ultima reinoculacion realizada el dia 10 supuso un incremento en la
concentracion de biomasa hasta 0,2 g/L, observando posteriormente la misma tendencia
que en el resto de etapas y reduciéndose hasta 0,12 g/L el dia 14 (Figura 32). Esta
disminucion de la concentracion de biomasa indica que el indculo no ha sido capaz de
aclimatarse completamente al tolueno y por lo tanto se ha producido la muerte celular.
Ademas se realiz6 un analisis de los sélidos suspendido totales al inicio y al final del ensayo
obteniendo una concentracion inicial y final de 1,92 y 2 g/L respectivamente, observando
un ligero crecimiento posiblemente debida a la acumulacion de materia celular muerta.
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Figura 32: Evolucion del pH (izqda.) y de la concentracion de biomasa (dcha.) durante el segundo ensayo
en continuo
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- Evolucién en la produccién de sustancias de alto valor

La produccion de ectoina e hidroxiectoina se analizé durante los primeros cuatro dias de
ensayo, en los cuales se puede observar un incremento en la concentracién de ectoina
desde 0,9 mg/L hasta 2,1 mg/L el dia 1, que después va disminuyendo hasta 1,52 mg/L
el dia 4 de ensayo debido a la no aclimatacion del indéculo. Las concentraciones de
hidroxiectoina se mantienen practicamente constantes durante los primeros cuatro dias
en 1,7 mg/L (Figura 33).
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Figura 33: Evolucion de las concentraciones de ectoina (izqda.) e hidroxiectoina (dcha.) durante el
segundo ensayo en continuo

Por ultimo, el resto de parametros de operacion (temperatura, caida de presion y caudal
de salida) se mantuvieron en un promedio de 23,8 + 0,4 °C, 10 mbary 42,1 + 0,3 mL/min
respectivamente durante todo el estudio experimental.

Los resultados obtenidos en este Gltimo ensayo no han permitido demostrar claramente
la capacidad de degradacion de tolueno por parte de H.stevensii y su bioconversion en
ectoina e hidroxiectoina en continuo. Esto puede ser debido a la elevada carga de
contaminante introducida en el reactor, que haya llegado a ser téxico para las bacterias,
inhibiendo su crecimiento. Otro motivo a tener en cuenta pueden ser las condiciones de
cultivo, ya que durante el ensayo los valores de temperatura y pH se encontraban dentro
del rango apto para el cultivo del inéculo, sin embargo no eran las condiciones 6ptimas
para su crecimiento (Apartado 1.5). En estudios previos se cultivd H.stevensii en modo
semicontinuo en un biorreactor empleando compuestos contaminantes como CO2 (15%
v/v) como fuente de carbono y tiosulfato como fuente de energia logrando eliminaciones
del 100% de la fase gaseosa (Mishra et al., 2018). Por ello, en un futuro estudio podria
realizarse el mismo ensayo optimizando las condiciones de cultivo y alimentando el reactor
con una menor carga de contaminante para observar la evolucion del sistema.
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5. CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido evaluar la capacidad de biodegradacion de compuestos
organicos volatiles, concretamente el tolueno, y su biotransformacion en compuestos de
alto valor farmacéutico y médico (ectoina e hidroxiectoina) empleando Halomonas
stevensii y Rhodococcus opacus a diferentes concentraciones salinas. A partir de los
ensayos en batch y en continuo se pueden extraer las siguientes conclusiones.

- Los ensayos realizados en batch permitieron observar una eficacia de
biodegradacion del tolueno (4 g/m3) del 100% por parte de Halomonas stevensii y
Rhodococcus opacus a las diferentes concentraciones salinas estudiadas.

- Tras el quinto ciclo de consumo de tolueno en los ensayos batch se obtuvieron
concentraciones de ectoina e hidroxiectoina para H. stevensii de 0,72 + 0,1 mg/g
(3% NaCl), 0,4 + 0,13 mg/g (5% NaCl) y 0,64 + 0,03 mg/g (6% NaCl) de ectoina, y
de 0 mg/g (3% NaCl), 0,81 + 0,03 mg/g (5% NaCl)y 0,46 + 0,4 mg/g (6% NaCl) de
hidroxiectoina. La variacion de la salinidad influyd en las concentraciones de
ectoina e hidroxiectoina, observando un aumento en la concentracion de osmolitos
al incrementar la concentracion de NaCl.

- Las concentraciones de ectoina e hidroxiectoina obtenidas en los ensayos batch
para Rhodococcus opacus se vieron influenciadas por la variacion de la salinidad,
obteniendo concentraciones superiores de los osmolitos a mayor salinidad. Tras el
quinto ciclo de consumo se obtuvieron concentraciones de ectoina e hidroxiectoina
de 0,12 + 0,03 (3% NacCl), 0,25 + 0,05 (4% NaCl), 0,27 + 0,05 (5% NaCl)y 0,92 +
0,17 mg/g (6% NaCl) de ectoina, y 0,46 + 0,2 (3% NaCl), 0,27 + 0,07 (4% NacCl),
2,60 + 0,54 (5% NaCl)y 1,62 + 0,12 mg/g (6% NaCl) de hidroxiectoina.

- El ensayo en continuo con Rhodococcus opacus al 3% de NaCl alcanzé una eficacia
de eliminacion (RE) del 42%, operando a un tiempo de residencia de 10 min,
obteniendo unas concentraciones maximas de ectoina e hidroxiectoina de 9,4
mg/Ly 2,8 mg/L respectivamente.

- El ensayo en continuo con H.stevensii al 6% de NaCl alcanzdé una eficacia de
eliminacion (RE) del 5,9%, por lo que sera necesario optimizar las condiciones de
operacion (en cuanto a la concentracion de tolueno suministrada) y las condiciones
de cultivo (pH y T) para alcanzar mejores rendimientos de eliminacion en los
ensayos en continuo.

- Las concentraciones de ectoina e hidroxiectoina obtenidas durante los ensayos
experimentales no fueron muy significativas en comparacion a otros estudios; sin
embargo, se pudo demostrar la posibilidad de bioconversion de compuestos
organicos volatiles en sustancias de alto valor farmacéutico y médico.
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ANEXOS

ANEXO I: Recta de calibrado del compuesto a estudio

Durante la experimentacion se realiz6 una recta de calibracion correspondiente al
compuesto a estudio, el tolueno, en la cual se relaciona el area obtenida en la medicion
en el cromatégrafo de gases con la concentracion del compuesto en la muestra extraida
correspondiente. A continuacion se muestra la recta de calibrado realizada:
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Figura 34: Recta de calibrado del tolueno
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ANEXO lI: Rectas de calibrado de la concentracion de sélidos

Ademas se realizaron dos rectas de calibracion en las cuales se relacionan las densidades
Opticas obtenidas para cada especie bacteriana en la medicion de la fase liquida en el
espectrofotometro con la concentracion de sélidos suspendidos totales en las muestras
correspondientes a cada especie. A continuacion se muestran las rectas de calibrado
realizadas:

o H.stevensii

05
08
0,7

0,6

AL

= 0,5

v =0663x
R*=0,9905

Tl

E 04
0,3
02
01

0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

0D 600

Figura 35: Recta de calibrado de la concentracion de sélidos H.stevensii
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Figura 36: Recta de calibrado de la concentracion de sélidos R.opacus
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ANEXO llI: Rectas de calibrado de la concentracion de osmolitos

Por ultimo se realizaron dos rectas de calibracion en las cuales se relacionan las areas
obtenidas en la medicion en la cromatografia liquida HPLC con la concentracion de ectoina
e hidroxiectoina en las muestras extraidas correspondientes. A continuacion se muestran

las rectas de calibrado realizadas:

e Ectoina

4000000
3500000
3000000

2500000

W= SR250y

2000000 R® = (,0936

Area

1500000
1000000
500000

0
0 20 40 &0 80 100 120

[ipprm

Figura 37: Recta de calibrado de la concentracion de ectoina
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Figura 38: Recta de calibrado de la concentracion de hidroxiectoina
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