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RESUMEN
El estireno es utilizado en procesos para fabricar plastico reforzado, caucho sintético
y resinas, de los cuales una parte del estireno se volatiliza y libera a la atmésfera.
En México, la legislacion no incentiva el tratamiento de emisiones de estireno. Es
por ello por lo que esta investigacidn propone valorizar emisiones de estireno por
via biolégica para obtener productos de alto valor agregado. Sin embargo, la baja
solubilidad del estireno en los medios acuosos donde los microorganismos crecen
es una limitante. Para superar esto, se evalud el uso de biorreactores de particion
que consisten en adicionar una fase no acuosa hidrofébica que funcione como
vector de transferencia de masa. Estos sistemas han demostrado mejorar la
velocidad de biodegradaciéon de contaminantes gaseosos hidrofébicos, aunque su
uso para la conversion de este tipo de contaminantes a biopolimeros aun no ha sido
probado. Por esta razon, en este estudio se evaluo el aceite de silicona y un liquido
idnico como fases no acuosas y se selecciond la cepa Pseudomonas putida S12
para la conversion de estireno a polihidroxialcanoatos (PHA), un biopolimero de
interés comercial. Después de realizar pruebas de afinidad al estireno,
biodegradabilidad, efecto inhibitorio y toxicidad de las fases no acuosas al 5% v/v
en medio mineral, se encontré que la mezcla con liquido iénico absorbia 6.3 veces
mas estireno que la mezcla con aceite de silicona segun los coeficientes de particion
(Hestmm+Li=0.0032; Hestmm+as=0.0189; 28 °C) y que ambas sustancias no fueron
biodegradables por P. putida S12. Sin embargo, el liquido idénico fue inhibitorio y
téxico para P. putida S12 en contraste con el aceite de silicona. Asi, se establecié
que el aceite de silicona era la mejor fase no acuosa y se evalué la produccién de
PHA en lote con y sin esta. Los resultados mostraron que el tiempo de produccién
de PHA se redujo en 40% cuando se adiciond 5% v/v de aceite de silicona. Esto
concluye que el uso de biorreactores de particion es buena alternativa para valorizar
emisiones de estireno a PHA. No obstante, se necesitan mas investigaciones de

esta tecnologia para demostrar su factibilidad a gran escala.

Palabras clave: estireno, biorreactores de particion, aceite de silicona, liquidos

idnicos
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ABSTRACT
Styrene is used to manufacture reinforced plastics, synthetic rubbers, and resins. In
Mexico, waste styrene emissions are released to atmosphere entirely. In order to
promote sustainable processes to treat industrial emissions in Mexico, this study
proposes valorizing styrene emissions using biological processes to produce high
added value products, such as polyhydroxyalkanoates (PHA). However, solubility of
styrene in aqueous media, where the microorganisms grow, is low. To overcome this
limitation, this work proposes to use two-phase partitioning bioreactors, which
combine aqueous medium with a hydrophobic non-aqueous phase. This strategy
has been successful in the biodegradation of hydrophobic gaseous pollutants but,
two-phase partitioning bioreactors efficiency has not been proved in the conversion
of this type of pollutants to biopolymers. In order to test the assumptions detailed
before, two non-aqueous phase such as silicon oil and an ionic liquid and the strain
Pseudomonas putida S12 were selected. This strain has been reported to consume
styrene and produce PHA, high added value biopolymers. After caring out affinity to
target compound, biodegradability, inhibition and toxicity tests to choose the best
non-aqueous phase in 5% v/v with mineral medium to consume styrene and produce
PHA, it was found that the mixture with ionic liquid absorbed 7.5 times more styrene
than mixture with silicon oil according to partition coefficient (Hsty.=0.0030;
Hsty;s0=0.0226; 28 °C) and both silicon oil and the ionic liquid were non-
biodegradable by P. putida S12 . However, the ionic liquid was inhibitory and toxic
for P. putida S12 in contrast to silicon oil. Then, it was concluded that silicon oil is
the best non-aqueous phase for the two-phase partitioning bioreactors experiments
and kinetic experiments were performed with and without silicon oil. Results show
that styrene production time of PHA was reduced until 40% when silicon oil was
added (5% v/v). Finally, the use of two-phase partitioning bioreactors is a good
alternative to valorize emissions of hydrophobic gaseous pollutants like styrene to
produce high valuable products such as PHA. However, investigations of this

technology to show its feasibility in large scale are needed.

Key words: styrene, two-phase partitioning bioreactors, silicon oil, ionic liquids
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1. INTRODUCCION

Las emisiones industriales de compuestos organicos volatiles (COV) son un
problema de contaminacidén atmosférica importante, ya que su presencia provoca
efectos adversos en la salud de los seres vivos y promueve la formacion de
contaminantes atmosféricos secundarios como el ozono troposférico y los
aerosoles. Entre estos COV, el estireno es de gran relevancia debido a que es
utilizado como materia prima por la industria quimica para la fabricacion de plasticos
reforzados, caucho sintético y resinas. Durante estos procesos, cierta cantidad del
estireno se volatiliza y es emitido al ambiente. En general, estas actividades
industriales utilizan 15 millones de toneladas de estireno por afo, de los cuales
aproximadamente el 20% es residual (Tan et al. 2015). En el mejor de los
escenarios, el 60% del estireno residual es reciclado y el 20% es liberado al
ambiente exterior, pero en paises como México, casi el 100% del estireno residual
es liberado al medio ambiente (CCA, 2007; DOF, 2014).

Para eliminar el estireno de las emisiones de origen industrial, se utilizan procesos
fisicoquimicos, biolégicos, 0 ambos. Los procesos biolégicos han mostrado ventajas
sobre los procesos fisicoquimicos por ser menos costosos y adecuados para tratar
efluentes con un alto flujo y baja concentraciéon de contaminante (i.e. corrientes
diluidas; ver Figura 1). A pesar de ello, cuando se quieren tratar contaminantes
gaseosos hidrofébicos como el estireno, se presentan dos limitaciones. La primera
limitacion consiste en que el contaminante gaseosos tiene una baja solubilidad en
el medio acuoso en donde se encuentran los microorganismos encargados de
biodegradar el contaminante. La segunda limitacion se presenta cuando se tratan
altas concentraciones de COV en biorreactores, puesto que puede ocurrir la
intoxicacion o inhibicién de los microorganismos (>10 g/m?3; Kennes y Vega, 2001).
Con la finalidad de resolver estas limitaciones, se ha propuesto el uso de
biorreactores de particion. Estos consisten en utilizar una fase no acuosa hidrofébica
que se mezcla con el medio acuoso. En la fase acuosa los nutrientes se encuentran

disueltos y crecen los microorganismos, mientras que en la fase no acuosa, gran
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parte del estireno es absorbido, actuando como un reservorio. Una vez que el
estireno es absorbido en la fase no acuosa, es dosificado paulatinamente hacia la
fase acuosa debido a un gradiente de concentraciéon. La adicién de la fase no
acuosa a los reactores de particion mejora el transporte de masa de estireno y
puede reducir el riesgo de que los microorganismos se intoxiquen o inhiban con

altas concentraciones de COV.

Diversos estudios han concluido que el aceite de silicona es la fase no acuosa que
muestra las mejores caracteristicas para la biodegradacion de COV en biorreactores
de particién. Aun asi, existen restricciones para su uso a gran escala debido a que
forma espuma, se adhiere a las partes internas del reactor y presenta baja afinidad
por algunos COV (Dumont et al. 2011). En el caso especifico del estireno, el aceite
de silicona ha mostrado buena afinidad comparado con otros COV menos
hidrofébicos (Patel et al., 2017). Recientemente se han propuesto a los liquidos
ibnicos como fases no acuosas muy prometedoras para absorber COV
relativamente hidrofébicos, como el tolueno (Mufioz et al. 2012). Al respecto, se ha
concluido que los liquidos idnicos pueden absorber hasta 3 veces mas cantidad de
COV que el aceite de silicona (ver Tabla 3). En el presente trabajo se decidio evaluar
un liquido iénico formado por un catiéon de imidazolio y un anién de fluorofosfato
para absorber vapores de estireno y compararlo con la absorcion en aceite de
silicona. Este liquido i6nico se selecciond porque ha sido reportado como una
sustancia afin a compuestos hidrofébicos, lo cual es potencialmente adecuado para
la absorcién de estireno (Ignat’ev et al., 2005; Yao et al., 2009; Ge y Lee, 2015).
Ademas, este liquido idnico no ha sido probado en procesos bioldgicos, por lo que
existe un gran interés de conocer su interaccién con los microorganismos durante
la biodegradacion de estireno, ya que algunos reportes afirman que algunos liquidos
idnicos pueden ser inhibitorios, otros liquidos i6nicos no son inhibitorios o los
microorganismos pueden superar la inhibicion si se someten a un proceso de

aclimatacion.
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Aunque la investigacion sobre la biodegradacién de estireno en reactores de
particion ha mostrado valiosos resultados, su implementacion a escala industrial en
México es escasa, debido a que la inversion para la infraestructura, operacion y
mantenimiento de esta tecnologia es alta y no genera ganancias econdmicas. Sin
embargo, existen microorganismos que degradan el estireno y tienen la capacidad
de convertirlo en polihidroxialcanoatos (PHA) bajo condiciones de limitacién de
nutrientes (e.g. N, P, etc.). Este biopolimero es un producto de alto valor agregado
especialmente para la industria biomédica, debido a su naturaleza biodegradable y
biocompatible, por lo que su comercializacion puede generar ganancias econdomicas
a las industrias que emiten vapores de estireno. Por lo tanto, con esta alternativa,
las industrias emisoras de estireno podrian tener una opcién mas rentable para

llevar a cabo el tratamiento bioldgico de este contaminante.

Por todo lo anterior, este trabajo tiene como objetivo la valorizacidn de las emisiones
de estireno residuales generadas industrialmente a partir de la conversion del
estireno a PHA en biorreactores de particion a través de Pseudomonas putida S12,

evaluando el uso de aceite de silicona y liquidos i6nicos como fases no acuosas.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Contaminacién por compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (COV) son moléculas a base de carbono que
se evaporan rapidamente a temperatura ambiente, debido a que, en esta condicion,
su punto de ebullicion es menor a 100 °C y su presion de vapor es mayor a 0.13
mmHg (Uragami, 2014). Los COV comprenden una amplia variedad de grupos
quimicos tales como isoprenoides, hidrocarburos alifaticos y aromaticos, aldehidos,
cetonas, éteres, acidos organicos, alcoholes, ésteres, etc. (Kesselmeier et al.,
2002).

La Agencia de Protecciéon Ambiental de Estados Unidos clasifica a los COV como
contaminantes del aire toxicos y peligrosos que causan un efecto perjudicial en la

salud humana y de otros seres vivos (Ayoko, 2004; Pérez-Rial et al., 2010).

Tabla 1. Efectos adversos en seres vivos ante la exposicion cronica de algunos

COQOV en el ambiente

Cmin DL
Compuesto Efecto
P (ppm)  (mglkg d)
Cloroformo Hepatitis 0.0003** 0.01*
Fenol Perdida progresiva | ; 5006+« | g g+
de peso (anorexia)
Tetracloruro de carbono Necr SIS 0.00004** 0.0007**
centrizonal
Benceno f“em'a.y 0.00003* 0.004*
eucemia
Supresion del
Estireno sistema nervioso 0.001* 0.2*
central
Tolueno Insuficiencia 0.005* 0.08*
respiratoria

Cmin = Concentracion minima para que los efectos sean observados.
DL = Dosis minima para que los efectos sean observados.

* Efecto observado en humanos.

** Efecto observado en ratas.

Elaborado a partir de: U.S. Environmental Protection Agency (2017)
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Como se puede observar en la Tabla 1, estos contaminantes provocan
enfermedades en el sistema nervioso, respiratorio y circulatorio, asi como
mutaciones y genotoxicidad (Zhang y Smith, 2003). Ademas, los COV estan
involucrados en reacciones fotoquimicas en la atmésfera que producen
contaminantes secundarios como ozono troposférico y aerosoles, los cuales

también tienen un efecto adverso en la salud (Manahan, 2000).

Los COV son emitidos a la atmdsfera por fuentes biogénicas y antropogénicas. Las
fuentes de emision biogénicas incluyen la vegetacion, suelos, volcanes e incendios
naturales (Vallero, 2014). Por su parte, las fuentes de emision antropogénicas
involucran actividades industriales y no industriales en donde se realizan procesos

de combustion incompleta y se utilizan solventes organicos (He et al., 2015).

Los COV emitidos a la atmésfera pueden transportarse hacia otras matrices
ambientales como el agua y el suelo a través de la precipitacion, deposicion seca,
reacciones fotoquimicas, formacién de material particulado y consumo directo por
las plantas (Kim y Lenz, 2001, Fowler, 2002, Atkinson y Arey, 2003, Pdschl, 2005,
Sato et al., 2006).

2.2 Tecnologias para la eliminacion de COV en efluentes gaseosos

La contaminacion por COV es un problema de salud publica que debe ser
remediado. Las soluciones propuestas para ello comprenden la eliminacion de los
CQV desde las fuentes de emision industriales utilizando procesos fiscoquimicos,
biolégicos o ambos (ver Figura 1). Al respecto, los procesos fisicoquimicos son
empleados para el tratamiento de efluentes con un alto flujo y alta concentracion de
COV. Dentro de ellos se destacan la condensacion, incineraciéon, adsorcion,
absorcién, sistemas de membranas y fotocatalisis. Por su parte, los procesos
bioldgicos se recomiendan para el tratamiento de efluentes con un alto flujo y baja
concentracion de CQOV (i.e. corrientes diluidas; Jung y Park, 2005). Estos procesos

permiten la degradacion de los COV debido a que se aprovecha la capacidad
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metabdlica de los microorganismos para utilizar los COV como fuente de carbono

y/o energia (Mutafov et al., 2004).

Los criterios para discernir entre cual de las tecnologias existentes es mas adecuada
para la eliminacion de COV son: caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas del
contaminante, caracteristicas del efluente gaseoso, eficiencia de remocién
deseada, recuperacion del contaminante y costos de inversion inicial,
mantenimiento y operacion (Jantschak et al., 2004). Sin embargo, numerosos
estudios han reportado que los procesos biolégicos muestran ventajas sobre los
procesos fisicoquimicos, debido a que tienen un menor costo y pueden operarse a

temperatura y presién ambiente (Aldric y Thonart, 2008).

105 {
\ :
\ : Incineracién
3 H
= 10¢ NSNS W——
=
T \
& 108
o
: | e
° . \  Adsorcién
'LTE_’ 102 | Bioreactores \\
N \ s CondensaCIén
10 \\ criogénica
0 1 10 102 109

Concentraciéon (g.m-3)

Figura 1. Aplicacién de tecnologias con procesos fisicoquimicos y biolégicos para
el tratamiento de emisiones gaseosas segun el flujo del efluente y concentracién

del contaminante (Kennes y Vega, 2001).

Las tecnologias que involucran procesos biolégicos son amplias y la diferencia entre
cada una de ellas consiste en la configuracion del reactor y las condiciones de
operacion, que dependen del contaminante a eliminar, la escala de operacion y los

microorganismos que seran empleados.

En general, los biofiltros son la configuracion de reactor mas utilizada para la
biodegradacion de COV presentes en efluentes gaseosos de origen industrial. En
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este tipo de reactor se tiene un lecho empacado de material inerte organico o
inorganico (e.g. grava, arena, vermiculita, etc.), sobre el cual los microorganismos
forman una biopelicula. EI mecanismo consiste en hacer pasar una corriente de aire
contaminada de forma ascendente o descendente a través del lecho empacado para
que los COV sean sorbidos por la biopelicula, y por lo tanto, sean consumidos por
los microorganismos (Jiménez y Villegas, 2005; Mudliar et al., 2010). Los
biolavadores son otra configuracion de reactor que se utiliza ampliamente para el
mismo proposito. En este sistema, se tiene una fase liquida en la que se lleva a
cabo la biodegradacion, debido a que los COV son absorbidos y los

microorganismos se encuentran como biopeliculas suspendidas (Bajpai, 2014).

Existen dos limitaciones principales en el uso de procesos biolégicos para la
eliminacion de COV en efluentes gaseosos (Daugulis, 2001; Sempere et al., 2011).
La primera consiste en que la mayoria de los COV son hidrofébicos, por lo que su
absorcion en medios acuosos es muy baja. La segunda limitacion implica que los
COV son inhibitorios o téxicos para los microorganismos a altas concentraciones.
Para superar estas limitaciones se ha propuesto el uso de biorreactores de particion
utilizando fases no acuosas como vectores de transferencia de masa. Lo anterior,
ayudaria a extender el umbral de aplicacion de los procesos bioldgicos para tratar

COV a concentraciones mas elevadas que 10 g/m?3 (Figura 1).

COVs

Fase no acuosa

[ ] Biomasa

Figura 2. Representacion de un biorreactor de particién para el tratamiento de
COQV hidrofdbicos.
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2.2.1Biorreactores de particion para la eliminacion de COV

Los biorreactores de particion son reactores que consisten en afadir una fase no
acuosa para que actue como reservorio del contaminante hidrofobico (Mufioz et al.,
2012). El contaminante que se encuentra en la fase gaseosa se absorbera en gran
proporcion en la fase no acuosa. Posteriormente, a través de un gradiente de
concentracion, el contaminante se transferira de manera gradual hacia el medio
acuoso, donde se encuentran los microorganismos. De esta manera, se aumenta la
velocidad de transferencia de masa, y por lo tanto, la velocidad de consumo del
contaminante por los microorganismos (Figura 2). Ademas, este mecanismo
también reduce el riesgo de que los microorganismos sean inhibidos o intoxicados
por los contaminantes, ya que la fase no acuosa actua como un reservorio de estos,

lo que provoca que las concentraciones en el medio acuoso no sean altas.

Tabla 2. Efecto de la adicién de una fase no acuosa en la capacidad de

eliminacion y eficiencia de remocion para el tratamiento de COV hidrofébicos.

Sin fase no Con fase no
cov NAP acosa acuosa Referencia
CE ER CE ER
Benceno | Hexadecano | 10.2-443 | 7-31 | 133 | 95 Daﬂgﬁﬂ?ﬁ‘(’é‘oﬁg)
oo | "e® | 7 | e | s | | Mieeta
oo | e | w0 | | | o | e
cpnono | oot | Taoan | e | oo | Voot
veoronaano| A0 | | | awow| | et
coreno | Pt |y | - | o | - | s
covono | Pstede | 7 | a1 | se | 71 | Siglmetsl

CE = Capacidad de eliminacion (g/m®h); ER = Eficiencia de remocion (%)

Diversos autores han reportado un incremento de hasta 20 veces en la capacidad
eliminacion y la eficiencia de eliminacion cuando se utilizan biorreactores de

particion para el tratamiento de COV hidrofébicos (Tabla 2). Esto quiere decir, que
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la adicién de una fase no acuosa como el aceite de silicona puede reducir el tiempo
de degradacion de un contaminante hidrofébico y aumentar el consumo del sustrato

puesto que hay una mayor solubilidad de este en el medio liquido.

Para mejorar la eficiencia de los biorreactores de particion, la seleccién de una

adecuada configuracion de reactor y fase no acuosa es relevante.

La configuracion del biorreactor de particion influye en la eficiencia con la que se
lleva a cabo la biodegradacion, asi como en el costo de operacion y mantenimiento
a nivel industrial (Bajpai, 2014). Al respecto, se han realizado diversos estudios que
evaluan el potencial de diferentes configuraciones de reactor para ser aplicados a
gran escala. Los tanques agitados operados en lote y en continuo a escala
laboratorio han sido los primeros sistemas en ser evaluados para la degradacion de
COV en un biorreactor de particion. En este contexto, se han obtenido eficiencias y
capacidades de biodegradacién alrededor de 97% y 500 g/m?3h, respectivamente, lo
cual es alto respecto a cuando no se usan fases no acuosas y otras configuraciones
como los reactores de lecho empacado o lecho escurrido (Aalam et al., 1993;
Osswald et al., 1996; René et al., 2011; San-Valero et al., 2011). Sin embargo, se
considera que un biorreactor de particion con configuracién de tanque agitado no
es viable escalarlo a nivel industrial puesto que se requiere una gran cantidad de
fase no acuosa, lo cual incrementa el costo, y ademas son sistemas poco resilientes
a las altas y variadas cargas de contaminante en el efluente (San-Valero et al.,
2017). Por lo anterior, muchas investigaciones recientes se han enfocado en evaluar
otras configuraciones mas facilmente escalables para operar un biorreactor de
particion. Por ejemplo, Parnian et al. (2016) y San-Valero et al. (2017) han propuesto
utilizar biofiltros percoladores con aceite de silicona como fase no acuosa para tratar
vapores de estireno. Al respecto, han encontrado que la eficiencia de remocion fue
aproximadamente 40% mas alta que cuando no se agrega fase no acuosa.
Adicionalmente, se obtuvo que la carga de entrada critica fue dos veces mayor que
la obtenida en un biofiltro percolador convencional.
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Por otra parte, la fase no acuosa en los biorreactores de particion debe cumplir
ciertos requerimientos como (Quijano et al., 2010): ser biocompatible, no ser
biodegradable, tener alta afinidad con el compuesto objetivo, tener baja tendencia
a formar emulsiones, no ser toxico para los microorganismos, estar disponible en
grandes cantidades, tener bajo costo, ser inmiscible en agua, tener baja presién de
vapor, tener baja viscosidad, poseer una densidad diferente a la del agua, ser

inodoro y tener buenas caracteristicas hidrodinamicas.

Las fases no acuosas mas estudiadas para los biorreactores de particion son
solventes organicos como el n-hexadecano, perfluorocarbonos y aceites de silicona
(polidimetilsiloxanos), los cuales han mostrado altos incrementos en el transporte
de masa de los COV (Quijano et al., 2009; Rocha-Rios et al., 2011). Ademas de las
fases no acuosas liquidas, también se han probado polimeros sélidos que exhiben
una alta afinidad a los COV. Sin embargo, su uso en biorreactores de particion
reduce las eficiencias de biodegradacion, mientras que para las fases no acuosas
liquidas, estas eficiencias siempre son mayores (Hernandez et al., 2010). Esto se
debe a que las fases no acuosas solidas tienen una baja area interfacial, baja
difusividad y son altamente humectables, lo que limita la transferencia de masa
(Ruthiya et al., 2003; Rehmann et al., 2007).

Aunque se han evaluado diferentes fases no acuosas en biorreactores de particion
para la biodegradacion de COV, aun hay ciertas caracteristicas de ellas que
restringen su uso a nivel industrial. Por ejemplo, los perfluorocarbonos son
altamente voldtiles y los n-hexadecanos son biodegradables por los
microorganismos (Arriaga et al., 2006; Toft et al., 2006). Al respecto, muchos
autores han coincidido con el hecho de que, hasta ahora, el aceite de silicona es la
unica fase no acuosa que cumple con la mayoria de los requerimientos para que la
degradacion de COV sea efectiva en biorreactores de particion, aunque aun existen
problemas operacionales como la formacion de espuma y la adhesion a las partes

internas del reactor (Dumont et al., 2011).
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Actualmente, los liquidos i6nicos se estan evaluando como una alternativa al aceite
de silicona. Los liquidos ionicos resultan prometedores debido a que muchos de
ellos han mostrado una alta afinidad y absorcion por los COV, pueden ser reciclados
y no son biodegradables (Mufioz et al., 2012). Sin embargo, son sustancias
altamente costosas, pueden resultar toxicas o inhibitorias para los microorganismos
y algunos son solubles en agua (Munoz et al., 2012). Por esta razdén se estan
explorando diferentes liquidos i6nicos que cumplan con la mayoria de los
requerimientos mencionados anteriormente para ser utilizados en biorreactores de

particion (Quijano et al., 2011).

2.2.1.1 Liquidos ionicos

Los liquidos iénicos son sales organicas fundidas que poseen puntos de fusion igual
o menores a 100 °C y existen como liquidos a temperaturas relativamente bajas
(Karunanithi y Farahipour, 2016). Estas sustancias son denominadas “solventes
verdes” debido a su potencial para sustituir los solventes organicos volatiles
utilizados en la industria, los cuales son una fuente importante de contaminantes
atmosféricos. Esto es posible debido a que los liquidos ionicos tienen una
despreciable presion de vapor a temperaturas menores de 400 °C, asi como una
alta termoestabilidad (Quijano et al., 2011). Sin embargo, si los liquidos i6nicos
fueran vertidos accidentalmente en ecosistemas terrestres o acuaticos, podrian
causar un efecto toxico en la biota que ahi habita, extendiendo la problematica hasta
los humanos, ya que no son biodegradables (Oliveira et al., 2016). En este sentido,
es importante reducir este riesgo con la recuperacién y correcta disposicion de los

liquidos idnicos utilizados.

Desde su descubrimiento en 1914, los liquidos idnicos han sido evaluados para
diferentes aplicaciones potenciales en la industria, de las cuales se pueden
destacar: electrolitos de baterias, pretratamiento de biomasa para la produccién de

biocombustibles, medio colector de energia térmica, medio de reaccion para sintesis
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quimica, captura y secuestro de COz2, propelentes, separacion de compuestos

aromaticos y alifaticos, etc. (Karunanithi y Farahipour, 2016).

En el area biotecnoldgica, ha crecido el interés de utilizar los liquidos idnicos como

fases no acuosas en reactores de particion para la biodegradacion de
contaminantes de naturaleza hidrofébica, especialmente COV (Tabla 3). Por
ejemplo: Baumann et al. (2005) probaron diferentes liquidos idnicos de fosfonio para
la biodegradacion de fenol en un biorreactor de particion; Quijano et al. (2013)
evaluaron el efecto de los liquidos i6nicos en la absorcion y biodegradacion de una
mezcla de COV utilizando un biorreactor de particion inoculado con lodo activado y
Nguyen et al. (2017) utilizaron un liquido idénico hidrofébico como fase no acuosa
para la biodegradacion de tolueno en un biorreactor de particién. De estos estudios,
se puede concluir que algunos liquidos idnicos tienen una igual o mayor capacidad
para absorber ciertos tipos de COV comparados con fases no acuosas
convencionales como el aceite de silicona y el n-hexadecano, por lo que tienen un

alto potencial para ser evaluados en biorreactores de particion.

Tabla 3. Comparacioén de los coeficientes de particion de diferentes COV en fases
no acuosas convencionales y liquidos idnicos

Fase no acuosa

Liquido iénico

convencional Referencia
Nombre | P .onap Nombre P acn
, Quijano et al.
[C4mim][NTf2] | 0.00061 (2011)
Aceite de Rodriguez et
Tolueno silicona 0.00064 | [Octlq][NTf2] 0.00022 al. (2018)
Rodriguez et
[Allyl[Et25][NTf2] | 0.000356 al. (2018)
, Quijano et al.
, [C4mim][PF6] 0.0013
Dimetildisuffuro | %' 4¢ 1 ,00093 Qitano o
[C4mim][NTf2] | 0.00125 (2013)
Dimetilsulfuro | Hexadecano | 0.0088 | [C4mim][NTf2] 0.009 Quu(;ra;) 1e)t al

P ac/NAP = coeficiente de particion fase acuosa/fase no acuosa (adimensional)
P ac/IL = coeficiente de particidon fase acuosal/liquido idnico (adimensional)
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En este trabajo se seleccioné el liquido iénico Tris (pentafluoroetil) trifluorofosfato
de 1-hexil-3-metilimidazolio compuesto por un cation de tipo imidazolio y un anion
de fluorofosfato (Figura 3). La razdn de esto es que es un liquido idnico que presenta
una alta estabilidad térmica y es potencialmente adecuado para la absorcién de
hidrocarburos aromaticos, como el estireno (Ignat’ev et al., 2005; Yao et al., 2009;
Ge y Lee, 2015). Ademas, no ha sido probado en procesos bioldgicos, por lo que

se quiere explorar su uso como fase no acuosa en biorreactores de particion.
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Figura 3. Estructura quimica del liquido idnico Tris (pentafluoroetil) trifluorofosfato
de 1-hexil-3-metilimidazolio ([Csmim][FAP]).

2.3 Valorizacion de COV en la produccién de polihidroxialcanoatos

Los COV pueden ser biodegradados hasta una mineralizacién parcial o completa.
Sin embargo, esto resulta poco atractivo para el sector industrial, debido a que es
una alta inversion que no genera ganancias econémicas, aunado a que no hay un
interés de tratar los efluentes gaseosos por parte de los empresarios, debido a la
escasa legislacion que hay al respecto en paises como México. Por esta razén, se
ha propuesto utilizar el concepto de biorrefineria para la valorizacién de COV de
origen industrial. Este concepto consiste en la utilizacion de materias primas
renovables, que pueden ser residuos, para la obtencibn de productos y
subproductos de alto valor agregado tales como biocombustibles, biopolimeros,
compuestos de interés cosmético o farmacéutico, etc (Ohara, 2003). En la
actualidad, la materia prima renovable mas utilizada es la biomasa proveniente de
fuentes agroindustriales. Sin embargo, se ha visto que algunos COV vy otros
compuestos presentes en efluentes gaseosos industriales pueden ser utilizados
como sustrato para la obtencién de productos de alto valor agregado (Mooney et
al., 2006; Kusumawardhani et al., 2018). Por ejemplo, Cantera et al. (2018)
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evaluaron la produccién de ectoina, polihidroxialcanoatos (PHA) y exopolisacaridos
acoplado al tratamiento biolégico de emisiones diluidas de CH4; Rojas-Llanes (2009)
estudio la biotransformacién de monoterpenos (geraniol y a-pineno) a verbenona, la
cual es una sustancia que se encuentra de manera natural en las plantas, utilizada
para el control de plagas de escarabajo; Hori et al., (2009) reportaron que una cepa
novedosa (Rhodococcus aetherivorans IAR1) tiene la capacidad de sintetizar PHA
a partir de la biodegradacion de tolueno; Abubackar et al. (2010) llevaron a cabo la
bioconversion de gas de sintesis (CO2, CO, H2) a acidos grasos y alcoholes; Ruiz-
Valencia et al. (2019) evaluaron la bioconversion de CO2 a formato, el cual es un
precursor para la produccion de metanol; Tan et al. (2015) probaron nuevas cepas
bacterianas que fueron capaces de convertir el estireno a PHA, determinando que
la cepa Pseudomonas putida NBUS12 fue la que obtuvo una mayor acumulacién
del biopolimero (32% p/p) De esta manera, emplear el concepto de biorrefineria
para el tratamiento biolégico de efluentes gaseosos puede ayudar a la mitigacién de

estos contaminantes a través de procesos mas sustentables.

Como antecedente a este estudio, en nuestro grupo de investigacion se hizo un
estudio de la biodegradacioén de vapores de metanol en biofiltros de lecho empacado
acoplada a la produccion de endoquitinasa Ech42 utilizando una cepa mutante de
Pichia pastoris (Arriaga et al., 2012; Palomo-Briones et al., 2015). La carga de
entrada de metanol fue de 1465 g/m3h y se obtuvo una capacidad de eliminacion
maxima de 1320 g/m3h. Del lixiviado del biofiltro se obtuvo 2369 ug/h de proteina
extracelular con una actividad de endoquitinasa de 123 U/L. Los resultados de esta
investigacion fueron prometedores para la valorizacion de vapores de metanol a
partir de la produccion de proteinas recombinantes. Este hecho da la pauta para
aprovechar tal conocimiento y obtener otros compuestos de interés industrial, como
los PHA, que son el objeto de estudio del presente trabajo, utilizando estireno como

fuente de carbono y biorreactores de particion como estrategia de produccion.

Los PHA son poliésteres producidos de manera intracelular por microorganismos

procariotas (eubacteria y arquea), bajo condiciones donde la fuente de carbono esta
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en exceso Y los nutrientes (nitrogeno o fésforo) son limitantes (Garcia et al., 1999).
Son considerados como material de reserva de carbono y energia para los
microorganismos (Kessler y Witholt, 2001). Usualmente, estos polimeros tienen un
peso molecular entre 10-1000 kDa, aunque se han reportado cadenas de poli[3-
hidroxibutirato] (PHB) de hasta 20,000 kDa (Kusaka et al., 1997; Kim y Lenz, 2001).
Esto depende de la especie de microorganismos que produzca el polimero, de las
condiciones del cultivo (e.g. pH), asi como del tipo y concentracion de la fuente de

carbono (Anderson et al., 1992).

El primer PHA identificado fue el PHB, el cual se obtuvo partir de la fermentacion de
acido B-oxibutirico por Bacillus megaterium (Lemoigne, 1926). Posteriormente, se
publicd la existencia de otras unidades monomeéricas (i.e. acidos hidroxialcanoicos)
de PHA, como el 3-hidroxivalerato y el 3-hidroxihexanoato, las cuales fueron
detectadas en lodos de agua residual (Wallen y Rohwedder, 1974). En la actualidad,
se conocen mas de 150 mondmeros de PHA producidos por mas de 90 especies

de microorganismos (Steinbuchel, 2001).

Los PHA son clasificados segun el numero de carbonos que posea su unidad
monomeérica: los PHA de cadena corta incluyen monémeros conformados con 3 a5
atomos de carbonos; los PHA de cadena media tienen monomeros constituidos a
de 6 a 14 atomos de carbono; y los PHA de cadena larga presentan mondémeros
que parten de 15 atomos de carbono en adelante. Esta diferencia en la longitud de
los mondmeros influye en las propiedades del polimero en general, tales como la
hidrofobicidad, punto de fusion, temperatura de transicion vitrea y grado de
cristalinidad (Kalia, 2019).

En la actualidad, los PHA se emplean principalmente en la medicina como micro y
nano esferas para la administracién controlada de farmacos, manejo de heridas,
dispositivos del sistema cardiovascular, ortopedia, etc. (Chen et al., 2005; Kalia,
2019). El éxito que tienen los PHA en la medicina se debe a su naturaleza

biocompatible, es decir, no se genera ningun compuesto téxico durante su
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degradacion en el organismo (Castilho et al., 2009). Ademas, su costo respecto a
los biopolimeros mas empleados en la industria biomédica es igual o menor, por lo
que es altamente competitivo en el mercado. Por ejemplo, el poli (acido lactico) tiene
un costo que oscila de 3 a 10 $USD/kg, mientras que los PHA varian de 5 a 15
$USD/kg (Fu et al. 2014; Giaroli y Maggioni, 2015).

Los PHA también son polimeros prometedores para sustituir los plasticos derivados
del petroleo. Esto es porque los PHA pueden ser biodegradados, al punto de
alcanzar una mineralizacion completa (CO2 y H20), por una amplia gama de
microorganismos distribuidos en la naturaleza (Lee, 1996). Sin embargo, su
aplicacion a gran escala esta limitada porque los costos para producirlos son mas
altos que los costos para la produccion de plasticos derivados del petroleo. Un
kilogramo de plastico convencional tiene un costo menor a un ddlar, lo cual es
mucho menor que el costo de los PHA (Fu et al., 2014). La principal causa del
elevado precio de los PHA es el costo del sustrato que actia como fuente de
carbono. Por esta razén, diversos autores proponen que el uso de residuos
industriales puede ser una alternativa para reducir el precio de los PHA, con la

finalidad de que sea mas competitivo en el mercado (Castilho et al., 2009).

Equipo Administracion
biomédico de farmacos
Ingenieria Tratamiento|Suplementos Implantes
de tejidos de heridas |nutricionales dentales
Capsulas de Agentes
medicamentos antimicrobianos
PHAs
Material Control
electronico biologico
Impresion Baterias .
3D de cocina | Embalaje Botellas
Litografia Pinturas y
resinas

Elaborado a partir de: Kalia (2019)
Figura 4. Aplicaciones de los PHA en diferentes sectores industriales.
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Los PHA cuentan con muchas otras posibles aplicaciones, que se estan evaluando
para ser desarrolladas a gran escala. Dentro de las aplicaciones mas importantes
se destacan el tratamiento de heridas, implantes dentales, ingenieria de tejidos,

fabricacion de embalaje, entre otros que se encuentran resumidos en la Figura 4.

La bioconversion de COV a PHA puede ser llevada a cabo por ciertos grupos de
microorganismos que requieren condiciones de estrés inducido por la limitacion de
nutrientes. Al respecto, las especies del género Pseudomonas han mostrado un
buen desempefio para ello. En |la Tabla 4 se resumen algunos microorganismos que

cuentan con esta capacidad metabdlica.

Tabla 4. Microorganismos que degradan COV y producen PHA

Microorganismo PHA Fuente de Referencia
Carbono
Methylosinus
trichosporium PHB Tricloroetileno Fitch et al. (1996)
OB3b PP358
Alcanivorax .
borkumensis SK2 mcl-PHA Octadecano Sabirova et al. (2006)
Pseudomonas putida . Nikodinovic et al.
mt-2 mcl-PHA Tolueno, p-xileno (2008)
Pseudomonas putida Nikodinovic et al.
F1 mcl-PHA | Tolueno, benceno, (2008)
Pseudomonas putida mcl-PHA Estlre_no, aqdo Ward et al. (2005)
CA-3 fenilacetico
PRETIENTES Alcanos Lageveen et al
oleovorans PHA (Cs-Cr2) 9 (1988) '
ATCC 29347 i

Los biorreactores de particion pueden ser potencialmente adecuados para llevar a
cabo la bioconversion de COV a PHA. Esto se debe a que el transporte de masa es
mayor, y por lo tanto, el consumo y la produccion de PHA también son altos. Por
ejemplo, Zuniga-Pena (2010) realizé un estudio en donde evalud la bioconversion
de metano a PHA en biorreactores de particion utilizando una cepa microbiana pura
(Methylobacterium organophilum) y aceite de silicona como fase no acuosa (Zufiiga-

Pena, 2010). Como resultado, la bioconversion de metano a PHA fue favorecido por
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la adicién del aceite de silicona. Esto da indicios de que el uso de biorreactores de
particion para la produccion de PHA a partir de compuestos gaseosos hidrofébicos,

como son algunos COV, puede ser potencialmente adecuado.

2.4 Estireno

El estireno (CsHs), también conocido como vinil benceno, es un hidrocarburo ciclico
que se estructura de un solo anillo bencénico y un grupo eteno, cuyo peso molecular
es de 104.15 g/mol (Luttrell y Willis, 2011). En su forma pura, este compuesto es un
liquido aceitoso incoloro o amarillento que se evapora facilmente y presenta un olor
dulce (ATSDR, 2010).

Las principales fuentes de emision del estireno son antropogénicas, mientras que
las fuentes biogénicas contribuyen en menor medida. Al respecto, el estireno es
emitido por actividades industriales como la manufactura de plasticos, resinas y
cauchos, asi como por el uso de solventes en la industria automotriz y farmacéutica
(Alexander, 1998). De igual manera, el trafico vehicular emite importantes
cantidades de estireno, derivado de la combustion incompleta de la gasolina
(Henderson y Speit, 2005). Por otra parte, el uso de productos domésticos de
limpieza e higiene personal es una importante fuente no industrial de estireno, y
aporta niveles altos de concentracion de este contaminante en ambientes de
interiores (ATSDR, 2010).

Entre los COV, el estireno es uno de los contaminantes mas abundantes en la
mezcla de gases, y también es uno de los que causa mas problemas de salud a la
poblacion, principalmente a aquella que pasa la mayor parte de su tiempo diario en
ambientes de interiores (e.g. escuelas, oficinas, casa, hospitales, etc.) o que trabaja
en la industria del plastico y resinas (Rueff et al., 2009). Esta poblacién entra en
contacto con el estireno principalmente por la inhalacion de vapores, aunque
también puede ser por ingestion de agua y alimentos. Sin embargo, se han

reportado bajos niveles de concentracion en estos ultimos medios (Parod, 2014).
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La inhalacion de vapores de estireno conlleva principalmente a enfermedades
respiratorias con diferentes efectos segun el grado de exposicién: irritacion de la
mucosa nasal y del tracto respiratorio superior, incremento de secrecion nasal,
cambios pulmonares obstructivos, inhibicion del sistema oculomotor vestibular,
desempefio deteriorado en pruebas de equilibrio y coordinacién, disminucion de la
capacidad para la discriminacién de colores, pérdida de la audicién, etc. (Stewart et
al., 1968; Kishi et al., 2001; Sliwinska-Kowalska et al., 2003).

El estireno es considerado un contaminante importante para ser eliminado de los
efluentes gaseosos. En general, las tecnologias que involucran procesos biolégicos
se han destacado para conseguir tal objetivo. En este sentido, los biofiltros son la
principal configuracion de reactor que ha sido implementado a nivel industrial
(Mooney et al., 2006). Esto se debe a que los biofiltros han demostrado ser una
tecnologia efectiva y econémica con requerimientos minimos de energia y baja
produccion de residuos. Al respecto, los biofiltros percoladores son los que han
tenido un mayor auge, porque son, hasta ahora, la configuracién mas eficiente para

operar un biorreactor de particién a gran escala (Jang et al., 2005).

Debido a su naturaleza moderadamente hidréfoba, el estireno tiene una baja
solubilidad en medios acuosos. Esto implica, que en los procesos bioldgicos, en
donde los microorganismos se encuentran suspendidos en medios acuosos, una
fraccion de los vapores de estireno permanecen en el espacio de cabeza y otra
fraccion en el liquido. Adicionalmente, a través del tiempo, la transferencia del
estireno desde el espacio de cabeza hacia el medio liquido va ocurriendo conforme
el estireno disuelto se va degradando. Lo anterior indica, que la velocidad en el que
ocurre este transporte de masa esta limitada por la solubilidad del estireno en el
medio liquido. Por esta razdén, estudios recientes han evaluado el uso de
biorreactores de particion con aceite de silicona para mejorar la biodegradacion de
estireno. Estas investigaciones han reportado que la adicién de aceite de silicona
puede incrementar hasta 20 veces la capacidad de eliminacion. Por ejemplo: San-

Valero et al. (2017) registraron un incremento de la capacidad de eliminacién de
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17.7 a 30.8 g/m3h en un biofiltro percolador utilizando un inéculo de lodos activados
y 5% v/v de aceite de silicona. Rene et al. (2011a) obtuvieron un aumento de la
capacidad de eliminacion de 137 a 426 g/m3h en un tanque agitado operado en
continuo con 10% v/v de aceite de silicona utilizando al hongo Sporothrix
variecibatus como inoculo. Zamir et al. (2015) reportaron un incremento de la
capacidad de eliminacion de 70 a 110 g/m3h en un biofiltro percolador utilizando 5%
v/v de aceite de silicona como fase no acuosa y un indculo de Ralstonia eutropha;
Rene et al. (2011b) determinaron un aumento de la capacidad de eliminacion de
172.8 a 670 g/m®h en un biofiltro percolador utilizando el hongo S. variecibatus como
inéculo y 2% v/v de aceite de silicona como fase no acuosa. De estos estudios se
puede concluir que la biodegradacion de estireno por hongos y bacterias puede ser
mejorada en biorreactores de particidn utilizando 2, 5y 10 % v/v de aceite de silicona

como fase no acuosa.

Tabla 5. Microorganismos que degradan estireno

Clase Género Especies Referencia

Bacteria
Corynebacterium | C. pseudodiphtheriticum Itoh et al. (1996)
Mycobacterium | M. vaccae Burback y Perry (1993)
Jung y Park (2005)
. . R. pyridinovorans
Actinobacteria Rhodococcus R. opacus Oelschlagel et al.
R. jostii (2012)
Patrauchan et al. (2007)
a-Proteobacteria | Methylosinus M. trichosporium Higgins et al. (1979)
B-Proteobacteria | Nitrosomonas N. europaea Keener y Arp (1994)
Methylococcus M. capsullatus Colby et al. (1977)
P. fluorescens Baggi et al. (1983)
y-Proteobacteria P. aeruginosa
e Rustemov et al. (1992)
P. mendocina
Ikura et al. (1997)
Hongos
Eurotiomvcetos Exophiala E. jeanselmei Cox et al. (1993)
y Penicillium P. simplicissimum de Jong et al. (1990)
Sordariomycetes | Sporothrix S. variecibatus René et al. (2010)
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La biodegradacion de estireno puede ser llevada a cabo por una variedad de
microorganismos, especialmente por especies del género Pseudomonas, dentro de
las cuales se destacan a P. fluorescens, P. putida, P. mendocina y P. aeruginosa
(O’Leary et al., 2002).

En la actualidad, se han encontrado otros géneros de bacterias que tienen la
capacidad de degradar estireno, e incluso, una variedad de hongos ha sido

reportado para el mismo proposito (Tabla 5).

Algunos de los microorganismos que degradan el estireno tienen la capacidad de
llevar a cabo su bioconversion a PHA bajo condiciones limitantes de nutrientes. En
estudios recientes, se han reportado nuevas cepas aisladas de la naturaleza, que
tienen esta capacidad metabdlica y se han comparado entre si (Tabla 6). Por
ejemplo: Arshad et al. (2017) aislaron diferentes cepas de Enterobacter spp. de un
suelo contaminado por hidrocarburos, las cuales fueron capaces de acumular PHAs
a partir de la utilizacién de estireno como unica fuente de carbono; Goff et al. (2007)
implement6 una estrategia de alimentacién de la fuente de nitrégeno en un reactor
de tanque agitado para mejorar la produccion de PHA a partir de estireno; Tan et al.
(2015) evaluo la bioconversion de estireno a PHA a partir de una nueva cepa aislada
(P. putida NBUS12) obteniendo una acumulacién del 32% de la biomasa celular en
peso seco. Algunos autores mencionan, que este porcentaje de acumulacion es
potencialmente adecuado para que el proceso sea econdmicamente viable (Zuniga
et al. 2011). No obstante, un balance global que incluya costos de tratamiento,
operacion y mantenimiento es necesario para asegurar tal afirmacién, por lo que

puede ser relativo.

El uso de cepas puras para el tratamiento biolégico de efluentes bioldgicos a gran
escala presenta la limitacion de que son procesos mas costosos. Esto es, porque
se requieren sistemas de filtracidon de aire en la entrada para mantener corrientes
estériles y sin impurezas, para evitar la colonizacién del soporte con

microorganismos externos que puedan competir con la cepa pura. Esta situacion
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finalmente aumentaria el riesgo de que la cepa sea desplazada por otros
microorganismos y que los rendimientos de la biodegradacion disminuyan. A pesar
de ello, cuando se quiere producir algun producto de valor agregado en especifico
como los PHA, el uso de cepas puras podria resultar mas conveniente. Ademas, si
el efluente gaseoso presenta una proporcion mayor al 90% del contaminante
objetivo, la posibilidad de que ocurra un desplazamiento seria mucho menor, pues
la fuente de carbono seria muy especifica, sobre todo, tomando en cuenta que los
COV no son un sustrato que puedan ser degradados con facilidad por muchos
microorganismos y que muchos microorganismos no son tolerantes a estos
compuestos. Este seria el escenario si se consideran las emisiones de la fabricacién
de plasticos, resinas y caucho sintético, en donde el compuesto en mayor
proporcion es el estireno. En este estudio, todo el trabajo se llevara a cabo en
condiciones estériles y con estireno como unica fuente de carbono para la prueba
de concepto. Sin embargo, se tiene la perspectiva de que en un trabajo futuro se
evaluen escenarios con una composicion real de la corriente de entrada y sin
esterilidad, para conocer el efecto de esto en la poblacién de la cepa original y el

rendimiento en la conversion de estireno a PHA en biorreactores de particion.

Tabla 6. Acumulacion de polihidroxialcanoatos por diferentes cepas utilizando

estireno como fuente de carbono.

Microorganismo | Escala PHA (p/p) Referencia
Enterobacter spp. Laboratorio 30.6 Arshad et al. (2017)
Pseudomonas putida .
NBUS12 Laboratorio 32 Tan et al. (2015)
Pseudonég\rjgs Elids Tanque agitado 30 Goff et al. (2007)
. Se“d"”;ﬂ'”’zas B Laboratorio 20 Tobin y O’Connor (2005)

36



3. JUSTIFICACION

El estireno es un contaminante emitido en abundancia por la industria quimica
durante la fabricacion de plastico reforzado, caucho sintético y resinas. Estas
actividades industriales utilizan 15 millones de toneladas de estireno por afo, de las
cuales, aproximadamente el 20 % es residual (Tan et al. 2015). En el mejor de los
escenarios, el 60% del estireno residual es reciclado y el 20% es liberado al medio
ambiente, pero en paises como México, casi el 100% es liberado. La eliminacion de
este contaminante es importante debido a que puede causar enfermedades en el
sistema respiratorio y el sistema nervioso central, ademas de que ha sido
reconocido como un posible carcinégeno. Para ello, los procesos biolégicos han
mostrado ser una buena alternativa puesto que son menos costosos y mas
amigables con el medio ambiente comparado con otras tecnologias. A pesar del
constante desarrollo de estos sistemas de tratamiento, su aplicacidon a gran escala
en paises como México se ha visto limitada por la incipiente legislacion para regular
el tratamiento de efluentes gaseosos industriales y por la nula ganancia econémica
que reciben los empresarios que realizan las inversiones. Por esta razon, en este
trabajo se propone que en lugar de llevar a cabo una biodegradacion convencional,
en donde el estireno se convierte principalmente en CO2, agua y biomasa, las
emisiones residuales de estireno sean utilizadas como sustrato para la generacion
de productos de alto valor agregado, tales como los polihidroxialcanoatos, los cuales
son un grupo de biopolimeros competitivos en el mercado y con una amplia gama
de aplicaciones en la industria biomédica. Con la finalidad de aumentar la
transferencia de masa del estireno a la fase liquida y reducir el riesgo de intoxicacion
o inhibicién de los microorganismos con el estireno, se utilizaran biorreactores de
particion en lote. Para ello se evaluara un liquido idnico compuesto por un cation de
imidazolio y un anién de fluorofosfato y se comparara con el aceite de silicona para
conocer cual es la fase no acuosa mas adecuada. El liquido iénico que se utilizara
ha sido reportado como una sustancia muy afin a los COV hidrofébicos y su

interaccién en procesos biolégicos no ha sido evaluada.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Valorizar las emisiones de estireno a partir de la conversién bioldgica de estireno a
polihidroxialcanoatos por Pseudomonas putida S12 en reactores de particion,
evaluando el uso de aceite de silicona y liquidos i6nicos como fases no acuosas.
4.2 Objetivos especificos
o Determinar los coeficientes de particion del estireno en el aceite de silicona,
el liquido i6nico y sus mezclas con medio mineral al 5% v/v para conocer su
afinidad por el compuesto objetivo.
e Determinar la biodegradabilidad, efecto inhibitorio y toxicidad del aceite de
silicona y liquido i6nico para evaluar si su interaccion con P. putida S12 es

perjudicial.

e Evaluar el efecto de la adicidon de una fase no acuosa en la bioconversiéon de

estireno a polihidroxialcanoatos en un reactor de particion en lote.
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5. HIPOTESIS

Debido a que el estireno es hidrofébico, la adicion de fases no acuosas hidrofobicas
como el aceite de silicona y el liquido i6nico seleccionados en este estudio,
aumentara el transporte de estireno desde el espacio de cabeza hacia el medio

liquido en donde se encuentren los microorganismos.

Si la adicion de fases no acuosas reduce el tiempo de biodegradacion del estireno,
esto también reducira el tiempo de produccion de polihidroxialcanoatos cuando la
cepa seleccionada se encuentre bajo un factor de estrés, especificamente,

limitacion de la fuente de nitrégeno.
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6. METODOLOGIA

Todos los procedimientos que a continuacion se describen y que requieren la
manipulacion de la cepa seleccionada, fueron llevados a cabo en condiciones de
esterilidad para evitar la contaminacion con algun microorganismo diferente. Para
ello, el material de laboratorio y los medios de cultivo se esterilizaban en una
autoclave a 121 °C por 20 minutos y se utilizaba una campana de flujo laminar para

poner en marcha los procedimientos, asi como los experimentos.

6.1 Propagacion y crecimiento de la cepa

La cepa bacteriana que se utilizé corresponde a Pseudomonas putida S12 y se
obtuvo del cepario American Type Culture Collection (ATCC ® 700801™). Se
selecciond esta cepa porque ha sido reportada como degradadora de estireno y
acumuladora de polihidroxialcanoatos, asi como tolerante a los solventes organicos
(Mooney et al., 2006; Garikipati y Peeples, 2015; Crabo et al., 2017).

6.1.1 Propagacion de la cepa en medio nutritivo

El medio nutritivo usado tiene una composicion por litro de: 5 g de extracto de carne,
10 g de peptona y 5 g de NaCl, con un pH de 7+0.2 ajustado con NaOH o HCI 2M.

La cepa se propago con el siguiente procedimiento: 1) El liofilizado se reactivé con
0.5 mL de medio nutritivo; 2) La suspension formada se transfirié a un tubo cénico
con 5 mL de medio nutritivo y 3) Se hizo un estriado de la suspensidén sobre una
caja de Petri que contenia agar bacteriolégico (15 g/L) y medio nutritivo a un pH de
7 £0.2. Después de esto se llevo a incubar a 28 °C por 24 h.

Transcurrido el tiempo de incubacién, la caja de Petri con la cepa fue almacenada

en un refrigerador a 6 °C aproximadamente.
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Cada mes se sembraba una nueva caja de Petri de la misma composicion para
conservar la cepa activa durante la ejecucidn de todos los experimentos
subsecuentes. Para ello, se tomaba una colonia de la caja de Petri, se suspendia
en un tubo conico que contenia 5 mL de medio nutritivo y se llevaba incubar a 28
°C y 140 rpm por 24 horas. Transcurrido el periodo de incubacion, se hacia un
estriado de la suspension sobre una nueva caja de Petri, se llevaba a incubar a 28

°C por 24 horas y luego se almacenaba en el refrigerado a 6 °C aproximadamente.

6.1.2 Cinética de crecimiento de la cepa en medio nutritivo

Se realizé una cinética de crecimiento con la cepa en medio nutritivo para conocer
la duracién de la fase exponencial y asi establecer el periodo de incubacion del
preindculo para garantizar que una gran cantidad de células se encontraran activas
en los experimentos subsecuentes. Para ello, se prepararon 10 tubos conicos de 15
mL por duplicado, los cuales contenian 5 mL de medio nutritivo. A cada uno de los
tubos se les suspendié una colonia de la cepa contenida en la caja de Petri y se
llevaron a incubar a 28 °C y 140 rpm. Se determind la concentracion de biomasa
celular (g/L) para cada 4 horas hasta que se alcanzo la fase estacionaria. Como
resultado se obtuvo una duracién de la fase exponencial de 20 horas (ver ANEXO
11.1).

6.1.3 Preparacion de inéculos
La preparacion de los in6culos fue importante para la realizaciéon de todos los
experimentos y siempre se llevo a cabo con el procedimiento que a continuacion se
describe.

Preinoculo

De la caja de Petri que contenia la cepa, se tomaba una colonia, se suspendia en

un tubo cénico con 5 mL de medio nutritivo y se llevaba a incubar a 28 °C y 140 rpm
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por aproximadamente 10 horas. Se tomaba en cuenta este tiempo porque,
siguiendo la cinética de crecimiento de la cepa en medio nutritivo, la mitad de la
etapa exponencial era alcanzada en este tiempo, lo que garantizaba una gran

cantidad de células vivas activas.

Inoculo

Transcurrido el periodo de incubacion del preindculo, la biomasa se centrifugaba a
3.7 x1000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se decantaba y la biomasa era
lavada con agua destilada estéril. La biomasa era nuevamente recuperada por
centrifugacion para ser suspendida en una botella de vidrio con capacidad de 1 L
que contenia 200 mL de medio de cultivo estéril. Una vez que se obtenia esta
suspension con una concentracion de biomasa aproximada de 0.1 g/L, se procedia
a realizar la inoculacién en los experimentos para tener concentraciones iniciales de
biomasa de 0.035 a 0.04 g/L.

Se utilizé un medio de cultivo especifico para P. putida S12 reportado por Nijkamp
etal. (2007). Su composicién por litro fue de: 4.7 g de (NH4)2S04, 3.88 g de K2HPOg4,
1.63 g de NaH2PO4 y 20 mL de medio mineral, con un pH de 7+0.2 ajustado con
NaOH o HCI 4N.

El medio mineral tuvo una composicion por litro de: 10 g de MgCl2-6H20, 1 g de
EDTA, 0.2 g de ZnSO4-7H20, 0.1 g de CaCl2-2H20, 0.5 g de FeS04-7H20, 0.02 g
de Na2Mo0O4-2H20, 0.02 g de CuS0O4-5H20, 0.04 g de CoCl2:6H20 y 0.01 g de
MnClz2-4H20

6.1.4 Concentracion minima inhibitoria de estireno para P. putida S12

Se hizo un ensayo para determinar una aproximacién de la concentracion minima
inhibitoria de estireno para la cepa P. putida S12. Este ensayo consistid en la

preparacion de 7 botellas seroldégicas de 60 mL que contenian 9 mL de medio
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mineral y 6 mL de inéculo. Cada una de las botellas fue tapada con valvulas mininert
y suministrada con un volumen de estireno diferente (Tabla 7). También se prepard
un control que contenia tanto medio mineral como indculo, pero sin la adicion de

estireno.

Tabla 7. Concentraciones de estireno evaluadas para la determinacion de la

concentracion minima inhibitoria.

Concentracion en
Volumen (pL) fase gas (g/m’)
20
61
81
121
182
242

OO~ W

RN
N

Una vez preparado el ensayo, se llevd a incubar a 28 °C y 140 rpm por 48 horas.

Terminado el periodo de incubacién, se determiné la biomasa total producida.

La concentracidn minima inhibitoria correspondi6 a aquella con la cual, la
concentracion de biomasa ya no incrementé respecto a las botellas que contenian

menor concentracion inicial de estireno.

Cabe destacar, que el valor obtenido es una aproximacion al valor real, puesto que
para conocer este ultimo se tendrian que hacer muchas pruebas con intervalos mas

pequenos de volumenes de estireno, lo cual resulta poco practico.

6.1.5Parametros cinéticos de la cepa utilizando estireno como sustrato

Antes de comenzar con los experimentos relacionados a la obtencion de los
parametros cinéticos de P. putida S12, se determind la velocidad de agitaciéon
adecuada para garantizar que no exista limitacion por transporte de masa del

estireno desde la fase gas hacia la fase liquida, y por lo tanto, que el proceso solo
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esté limitado por la reaccion biolégica. De esta manera, se pueden obtener los
parametros cinéticos reales. Para ello, se llevaron a cabo dos cinéticas de
crecimiento al mismo tiempo, pero con diferente velocidad de agitacion (140 y 180
rom). Cada cinética fue realizada por duplicado en botellas serologicas de 20 mL
con valvulas mininert que contenian 3 mL de medio mineral y 2 mL de inéculo. Se
inyecto 1 uL de estireno a cada botella para una concentracion inicial en el espacio
de cabeza de 60.6 g/m?y se tuvo una concentracion inicial de biomasa de 0.04 g/L.
Se incubd a 28 °C con sus respectivas velocidades de agitacidon y se midié cada dos
horas el CO2 y estireno del espacio de cabeza hasta que se alcanzara la fase
estacionaria. De este experimento se encontré que el incremento de la velocidad de
agitacion de 140 a 180 rpm no modifico la velocidad de consumo del estireno (ver

ANEXO 11.3), por lo que se decidio utilizar 140 rpm para las cinéticas subsecuentes.

Siguiendo con la obtencién de los parametros cinéticos de P. putida S12 utilizando
estireno como sustrato, la velocidad especifica maxima de crecimiento (fi) y la
constante de saturacion (Ks) se determinaron considerando una cinética de tipo
Monod. Para ello, se realizaron cinéticas de crecimiento simultaneas por duplicado,
con la cepa y una misma concentracion inicial de biomasa (0.035 g/L), a diferentes
concentraciones de estireno (Tabla 8). Estas concentraciones fueron elegidas de
acuerdo con la concentracion minima inhibitoria para la cepa como marco de

referencia (ver ANEXO 11.2).

Tabla 8. Concentraciones iniciales de estireno en el espacio de cabeza para la

determinacion de parametros cinéticos de P. putida S12.

Experimento Volumen (pL) Concentracion (g/m?3)
A 0.5 10.1
B 1 20.2
C 2 40.4
D 3 60.6
E 4 80.8

Para cada cinética se utilizaron botellas serolégicas de 60 mL con 9 mL de medio

de cultivo y 6 mL de in6culo. Todas las botellas fueron cerradas con valvulas
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mininert para la inyeccion de estireno. Una vez suministradas con el estireno, las
botellas se llevaron a incubar a 28 °C y 140 rpm. Se midi6 el estireno y el COz en el
espacio de cabeza cada dos horas, y se congel6 el medio liquido cada dos horas
para la posterior determinacion de la concentracién de biomasa celular. Todo esto
hasta que se alcanzara la fase estacionaria. Cabe destacar que para cada tiempo
de medicidon en las cinéticas, se obtuvieron las mediciones de una sola botella
sacrificable. Para cada cinética se obtuvo la velocidad especifica de crecimiento ()
utilizando el modelo de Gompertz que describe un crecimiento sigmoidal (Arriaga,
2005). Con los datos obtenidos, se realizo una grafica relacionando la concentracion
de estireno en el espacio de cabeza en el eje de las abscisas con p en el eje de las

ordenadas, determinando asi la i y la Ks.

Después de determinar la {i y la Ks, se calcul6 el rendimiento (Yxs) y la velocidad

especifica maxima de utilizacion de sustrato (g) utilizando las ecuaciones 1y 2.

Ecuacion 1:

_ X¢—Xp
Yx/s - S .—S
0~ °of

Donde:

Yy /s= Rendimiento de biomasa por unidad de sustrato (gx/gs)
Xi= Concentracién de biomasa final (g/L)

Xo = Concentracién de biomasa inicial (g/L)

So = Concentracion de sustrato inicial (g/m?3)

St = Concentracion de sustrato final (g/m3)

Ecuacion 2:

Donde:
4= Velocidad especifica maxima de utilizacion de sustrato (gs/gxh)
fi = Velocidad especifica maxima de crecimiento (h')

Yx/s= Rendimiento de biomasa por unidad de sustrato (gx/gs)
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6.2 Evaluacion de fases no acuosas

Los procedimientos que a continuacion se describen se llevaron a cabo bajo las
mismas condiciones para aceite de silicona y liquido idnico por separado. Se hizo
de esta forma, para evaluar y contrastar las caracteristicas de estas sustancias
como fases no acuosas y seleccionar la mas adecuada para los experimentos

subsecuentes.

6.2.1 Coeficientes de particion

La determinacion del coeficiente de particion se hizo para el medio mineral, una
mezcla de medio mineral con fase no acuosa y la fase no acuosa sola sin mezclar.
Para ello se utilizaron botellas serolégicas de 20 mL con valvulas mininert, con las
cuales se hicieron tres ensayos diferentes: 1) 4 mL de medio mineral, 2) 4 mL de
medio mineral con 5% v/v de fase no acuosa (0.2 mL) y 3) 0.5 mL de fase no acuosa.
Cada ensayo se hizo por triplicado para diferentes volumenes de estireno (1,4, 7y
10 pL) y se incubo a 28 °C y 140 rpm por 72 horas. Se midio el estireno en la fase
gas después de que transcurriera el periodo de incubacion, considerando que para
este tiempo la concentracion de estireno en el espacio de cabeza y el medio liquido
se encontraban en equilibrio. La concentracion de estireno en el medio liquido se
calculo a través de un balance de masa tomando en cuenta la concentracion inicial.
Se graficé la concentracidn de estireno en el medio liquido y el espacio de cabeza
para obtener una linea recta (Figura 5), de la cual se obtuvo la pendiente, siendo

este valor el coeficiente de particion adimensional.

CG equilibrio (g/m#3)

CL equilibrio {g/m*3)

Figura 5. Grafica para obtener el coeficiente de particion
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6.2.2Biodegradabilidad: Produccion de COz2

Las pruebas de biodegradabilidad de las fases no acuosas se llevaron a cabo en
botellas serolégicas de 20 mL con valvulas mininert. Se hizo un ensayo por triplicado
agregando 5 mL en total de liquido conformado por 3 mL de medio mineral, 1.75 mL
de in6culo y 5% v/v de fase no acuosa (0.25 mL); y otro ensayo por triplicado como
control de la respiracion endégena agregando 3.25 mL de medio mineraly 1.75 mL
de inoculo. De igual manera, un ultimo ensayo fue llevado a cabo como prueba
testigo para garantizar que el indculo se encontrara activo durante el experimento,
para lo cual, se agregaron 3.25 mL de medio mineral, 1.75 mL del in6culoy 1 uL de
estireno como sustrato. Todas las botellas se incubaron a 28 °C y 140 rpm. Se midio
la concentracion del CO2 y estireno en el espacio de cabeza a través del tiempo por
30 dias para graficar la produccién de CO:2 contra el tiempo. Se comparo la
produccion de CO:2 entre ensayos, con el criterio de que, si el ensayo que contiene
la fase no acuosa tiene una igual produccién de COz que el control de respiracion
enddgena, entonces la fase no acuosa evaluada no es biodegradable, y si por el
contrario, la produccién de CO2 es mayor que el control, entonces es biodegradable
(Figura 6).

Biodegradable No biodegradable

—— Control endégeno
——— Con fase no acuosa

___________

—— Control endégeno
——~— Con fase no acuosa

Concentracion de CO2 (glm3)
N
Concentracion de CO2 (g/m3)

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 6. Graficas que ejemplifican los criterios de biodegradabilidad de la fase no

acuosa
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6.2.3 Inhibicion de P. putida S12 en el consumo de estireno

La prueba de inhibicién se realizé en botellas serologicas de 20 mL con valvulas
mininert. Se hicieron tres ensayos por triplicado agregando 5 mL en total de liquido.
En el primer ensayo se agregaron 3 mL de medio mineral, 1.75 mL del in6culo, 5%
v/v del fase no acuosa (0.25 mL) y 1 uL de estireno; en el segundo ensayo (prueba
testigo) se agregaron 3.25 mL de medio mineral, 1.75 mL del in6culo y 1 yL de
estireno; y en el tercer ensayo se agregaron 3.25 mL de medio mineral y 1.75 mL
del in6culo, sin ninguna fuente de carbono, por lo que representa un experimento
control de respiracion enddégena. En cada ensayo se midio la concentracion de COz2
y estireno en el espacio de cabeza a través del tiempo hasta alcanzar la fase
estacionaria. Se compararon los graficas obtenidas en los ensayos con estireno
respecto al control, con el criterio de que, si la produccién de CO2 es mayor,
entonces la fase no acuosa evaluada no es inhibitoria, y si la producciéon es menor,

entonces es inhibitoria (Figura 7).

Concentracién de CO» (g/m3)

Inhibitorio

—— Sin fase no acuosa
——=— Con fase no acuosa

Tiempo (h)

Concentracién de CO2 (g/m3)

No Inhibitorio

—— Sin fase no acuosa
——~— Con fase no acuosa

Tiempo (h)

Figura 7. Graficas que ejemplifican los criterios de inhibicion de la fase no acuosa
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6.2.4 Toxicidad: Efecto en la viabilidad celular

Esta prueba consistié en exponer a la cepa P. putida S12 a cada una de las fases
no acuosas por separado y evaluar si la viabilidad celular se reducia respecto a un
control que no tenia fase no acuosa. Para ello, se prepard un ensayo para cada fase
no acuosa utilizando medio mineral, indculo y fase no acuosa al 5% vl/v, sin la
adicion de una fuente de carbono. Estos ensayos se incubaron a 28 °C y 140 rpm
por 24 horas. Después de este tiempo, se tomaron alicuotas de 1 mL del medio
acuoso en donde se encontraba dispersa la biomasa celular, y se cuantifico la
cantidad de células muertas, vivas y dafiadas por citometria de flujo y con un kit de

viabilidad celular.

Para esta técnica se utilizaron el naranja de tiazol y el yoduro de propidio como
fluorocromos, los cuales tifien ADN y membrana celular respectivamente. Debido a
que el naranja de tiazol no puede permear la membrana celular, el ADN no puede
ser tefido, pero si la membrana celular se rompiera entonces el ADN seria tefiido
porque se encontraria expuesto. En este sentido, las células que mostraron
fluorescencia con este fluorocromo fueron consideradas como muertas. Por su
parte, las células que mostraron fluorescencia solo con el yoduro de propidio, fueron
consideradas como vivas. En el caso de las células que mostraron fluorescencias
con ambos fluorocromos, fueron considerados como dafadas, debido a que la
membrana celular se encuentra parcialmente afectada dejando al ADN expuesto,

por lo que se tinen ambas estructuras.

6.3 Produccion de PHA en lote con y sin fase no acuosa

Etapa 1: Crecimiento de biomasa

Se tomaron algunas colonias de la caja de Petri para inocular 500 mL de medio

nutritivo. Se incub6 por 3 dias a 28 °C y 140 rpm. Transcurrido este tiempo la

biomasa fue recuperada por centrifugacion a 3700 rpm por 15 minutos y se
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suspendio en medio nutritivo fresco. Se llevé a incubar bajo las mismas condiciones
anteriores por 3 dias. Finalizando este periodo, la biomasa fue recuperada y lavada
con agua destilada estéril. Posteriormente, se suspendio en 400 mL de medio de
cultivo con 0.97 g/L de (NH4)2SO4 que corresponde a una limitacion de nitrégeno
del 80 % con respecto al medio de cultivo especifico utilizado para el crecimiento

optimo de P. putida S12.

Etapa 2: Produccion de PHA

Se utilizaron botellas seroldgicas de 60 mL con valvulas mininert y se prepararon
dos ensayos: 1) sin fase no acuosa y 2) con fase no acuosa. El primer ensayo fue
inoculado con 15 mL. El segundo ensayo fue inoculado con 14.25 mL y se le agrego
0.75 mL de fase no acuosa (5 % v/v). Ambos ensayos fueron inyectados con 3 pL
de estireno para una concentracion inicial en el espacio de cabeza de 60.6 g/m3y
tuvieron una concentracién inicial de biomasa de 0.2 g/L. Adicionalmente, se tuvo
un control de respiracion enddgena con y sin fase no acuosa. Para seguir la cinética,
el estireno y CO2 se midieron cada dos horas en el espacio de cabeza hasta
alcanzar la fase estacionaria. Una vez hecho esto en cada intervalo de tiempo, el
medio liquido se llevd a congelar a -60 °C para analizar posteriormente la

concentracion de biomasa, concentracion de nitrogeno y PHA.

Para constatar que la limitacion de nitrégeno indujo la acumulacion de PHA, se
utilizé microscopia de fluorescencia con rojo Nilo como colorante. Al respecto, se
hizo la tincién con este colorante debido a que es util para tehir inclusiones lipidicas
como los PHA (Greenspan et al., 1985). Para esto, se tomaron alicuotas de 2 mL
de biomasa suspendida al inicio y al final de la produccion en lote de PHAs tanto en
el experimento con fase no acuosa como en el experimento sin fase no acuosa. A
cada alicuota se le agregaron 2 gotas de una solucion de rojo Nilo (0.25 mg/mL en
DMSO) y se agité vigorosamente. Después de la agitacion, la muestra se centrifugo
a 14 000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue lavado dos

veces con una solucion 10 mM de MgCl2 para eliminar el exceso de rojo Nilo. El
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pellet fue suspendido en la solucion de MgCl2 teniendo un volumen final de 1 mL.
De cada suspension se colocd aproximadamente 5 pL en un portaobjeto y se le
coloco encima un cubreobjeto, teniendo lista la muestra para ver en el microscopio
de fluorescencia. Al respecto, se utilizé un microscopio de fluorescencia Zeiss Axio
Imager.M2 con un objetivo EC Plan-Neofluar 100x/1.30 oil M27. El conjunto de filtros
empleados consistié en un filtro de excitacién de 530-585 nm, un divisor de haz de
600 nm y un filtro de emision de 615-4095 nm. El tiempo de exposicion fue de 2s.

Para captar las imagenes se utilizé6 una camara AxioCam MR3_2.

6.4 Mediciones analiticas

6.4.1 Biomasa celular

La biomasa celular expresada en concentracion (g/L) se determind midiendo la
densidad o6ptica a 600 nm (ODsoo) en un espectrofotéometro UV-visible JENWAY
modelo 6715. Para establecer la relacion directa entre la absorbancia y la
concentracion de biomasa celular se realizé una curva de calibracion de la siguiente

manera:

Se prepardé una solucion madre que contenia biomasa celular suspendida vy
concentrada (1.1 g/L; medido por gravimetria), se realizaron diferentes diluciones
en medio mineral (Tabla 9) y se midié la ODsoo. Después se recuperé la biomasa
por centrifugacion (3 700 rpm por 15 minutos) y se determiné el peso seco
constante. Con estos valores se calculd la concentracién de biomasa celular para
relacionarla directamente con la ODsoo. Finalmente, se graficé la concentracién de
biomasa en el eje de las X y la ODeoo en el eje de las Y para obtener una linea recta
(ver ANEXO 11.5).
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Tabla 9. Diluciones de una suspension de biomasa celular para la curva de
calibracion

Volumen de soluciéon Volumen de medio

madre (mL) de cultivo (mL)

1 9
2 8
3 7
4 6
) )
6 4
7 3

6.4.2 Nitrogeno amoniacal

Por otro lado, el nitrdgeno amoniacal se determind con el método colorimétrico del
indofenol descrito por APHA (2005) y se analizé en un espectrofotometro UV-vis
JENWAY modelo 6715 a una longitud de onda de 640 nm. Para ello, se realizé una
curva de calibracion con estandares de (NH4)2SO4 con un rango de concentraciones
de 1.1 — 9.9 mg/L (ver ANEXO 11.6).

6.4.3CO0O2 y estireno en fase gaseosa

Por su parte, el estireno y el CO2 fueron medidos a través de un cromatégrafo de
gases Thermo Scientific TRACE 1300 equipado con una columna de polaridad
intermedia BD-624, un detector de ionizacion de flama (FID) y un detector de
conductividad térmica (TCD). Se utilizé nitrogeno de alta pureza como gas
acarreador a 3.5 mL/min y a una presion de operacion de 28.4 kPa. Las
temperaturas de operacion para el FID fueron 180, 100 y 180°C para el inyector, la
columna y el detector, respectivamente. Las temperaturas de operacion para el TCD
fueron 180, 100 y 250°C para el inyector, la columna y el detector, respectivamente.
Para establecer una relacion directa entre el area bajo la curva obtenida en la
medcion del equipo y la concentracién de estireno y CO2 en el espacio de cabeza,

se realizaron curvas de calibracion (Ver ANEXO 11.7).
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6.4.4 Viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada en término de células vivas, muertas y
dafadas segun la fluorescencia emitida por los fluorocromos al tefir ciertos
componentes celulares. Esto se midi6 a través de un citdmetro de flujo BD
FACSCalibur (modelo 342975, EE. UU.). Este equipo cuenta con un laser de diodo
de 635 nm y un laser azul de 458 nm con un combinador de rayos. Adicional a las
sefales de dispersion que detectaban granularidad en relacion con el tamafo, se
incorporaron una sefal fluorescente verde (530 nm-FL1), una sefia fluorescente
amarilla (585 nm-FL2) y una sefal fluorescente roja (670 nm-FL3). Los detectores
del citometro de flujo se configuraron con amplificacién logaritmica y los ajustes de
voltaje de ganancia fueron EOO para el detector de dispersion directa, 350nm para
el detector de dispersion lateral, 600nm para el detector de fluorescencia verde,
550nm para el detector de fluorescencia amarilla y 650nm para el detector de
fluorescencia roja. Para procesar las muestras, se tomé una alicuota homogénea
de 500 pL, se mezclé con 5 uL de naranja de tiazol a 0.002 mM y 5 uL de yoduro
de propidio a 0.1 mM y se dejo reposar durante 5 minutos para que ocurriera la
tincion. Después de este tiempo, se anadié 25 uL de suspensién fluorescente de
perlas de conteo, con las cuales se pudieron hacer los calculos subsecuentes de
concentracion de células vivas, muertas y dafiadas. Las muestras se midieron
inmediatamente después de la tincidn y se leyeron a una velocidad de flujo alta
hasta alcanzar 300-600 recuentos por segundo, llegando a un limite objetivo de 10
000 células para la adquisicidn de la base de datos. Se utilizé el software Cell Quest

Pro para analizar los datos.

6.4.5 Polihidroxialcanoatos

Para la cuantificacion de los PHA (Bassas Galia, 2017), primero se procedio a la
extraccion de los lipidos del citoplasma celular. Para ello, cada muestra de 15 mL
fue centrifugada para recuperar la biomasa celular. Esta biomasa se secé en un

horno de conveccion por 24 horas a 60 °C. A partir de esta biomasa, se realizé una
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extraccion de lipidos utilizando diclorometano como solvente. Posteriormente, se
decanto el sobrenadante y el extracto fue sometido a una temperatura de 60 °C a
bafio maria en una placa de calentamiento para eliminar la mayor parte del solvente
residual. Para separar los PHA del extracto, estos fueron precipitados utilizando
metanol frio (-20 °C). El precipitado se someti6 a 60 °C a bafio maria en una placa
de calentamiento para eliminar el solvente residual. Finalmente, se obtuvo el peso

seco de los PHA, con lo que se realizaron los siguientes calculos:

Ecuacion 3:

%PHA = ZHAS

x 100

Donde:
%PHA = Porcentaje en peso de PHAs por unidad de biomasa celular (%)
PHAs = Cantidad en masa de polihidroxialcanoatos (g)

X = Cantidad en masa de biomasa celular (g)
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacion de los parametros cinéticos de P. putida S12 utilizando

estireno como sustrato

Se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento celular de P. putida S12 a diferentes

concentraciones de estireno como sustrato para obtener los parametros cinéticos.

En la Figura 8 se puede observar que conforme la concentracién de estireno en el
espacio de cabeza es mayor, el crecimiento celular se incrementa de manera
exponencial. Sin embargo, cuando se sobrepasa la concentracion de 60.6 g/m® a
80.8 g/m3, la {i no aumenta su valor y llega a ser constante. Esto indica que a tal
concentracion el crecimiento ya no esta limitado por sustrato, sino por la reaccién
biolégica de la cepa, la cual ha alcanzado la {i. Por otra parte, después de esta
concentracion (i.e. 80.8 g/m?3), el estireno causa inhibicién en el crecimiento de la
cepa, de acuerdo con la concentracién minima inhibitoria determinada previamente

(ver ANEXO 11.2).
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de P. putida S12 a diferentes concentraciones
de estireno con ajuste al modelo Gompertz (izquierda; los simbolos representan
datos experimentales) y las velocidades especificas de crecimiento de cada

cinética en funcién de la concentracion inicial de estireno (derecha).
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De cada cinética, se obtuvo la p utilizando el modelo Gompertz que describe un
crecimiento sigmoidal. Estos valores fueron graficados respecto a la concentraciéon
de estireno inicial en el espacio de cabeza como se representa en la Figura 8. De
esta grafica, se obtuvo que la fi es de 0.384 h' y la Ks es igual a 33 g/m3. Con estos
datos se calcularon la Yxs y la , cuyos valores son de 0.00445 g/g y 86.3 g/gh,

respectivamente.

Tabla 10. Parametros cinéticos de microorganismos que utilizan estireno y otros

compuestos aromaticos como sustratos en condiciones optimas de crecimiento.

—~ a b/\
Sustrato Microorganismo M Ks Yis q Referencia
(h") /m? (9/9) (g/gh)

Pseudomonas | g 354 | 33 | 0.00445 | 86.29 Este estudio
putida S12
Ealitizs 126 | 0.1 ; - Cox et al. (1993)
Jeanselmei
Pseudomonas Gaszczak et al.
putida E-93486 0.118 | 5.984 0.913 - (2012)
SR 0.16 | 7.381 ; - Rene et al. (2012)
oligosperma
Rhodococcus
Estireno pyridinovorans - 128.8 - 0.21 Jung y Park (2005)
PYJ-1
Pseudomonas JianMing et al.
putida WJ LR | AR - - (2014)
NI EEREa)E Arabjafari et al
erythropolis - 7.549 - 4.235 (JZO 16) ’
PTCC 1767
Lodo activado 0.016 3.49 0.696 - Jorio et al. (2005)
Lodo activado 0.1581 | 25.91 1.19 - Hazrati et al. (2015)
Lodo activado 0.1601 13.8 - 160.13 | Babaee et al. (2010)
Pseudomonas
Benceno putida PPO1 - 3.4 - 0.675 Oh et al. (1994)
Comamonas sp. | 0.0068 | 50.63 - - Jiang et al. (2015)
Pseudomonas
putida PPO1 - 15.1 - 1.125 Oh et al. (1994)
LT Pseudomonas
putida 54G - 0.465 - 18.9 Mirpuri et al. (2000)
Alquil Pseudomonas sp. 0.18 18.9 0.55 0.165 Veiga et al. (1999)
benceno Bacillus sp. 0.12 18 0.38 0.163 Veiga et al. (1999)
Pseudomonas .
Etil benceno putida F1 0.26 1.5 - - Trigeros et al. (2010)
Comamonas sp. | 0.0064 | 49.35 - - Jiang et al. (2015)

aYws en g de biomasa/g de sustrato

bg en g de sustrato consumido por g de biomasa por hora
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En la Tabla 10 se resumen algunos parametros cinéticos determinados por otros
autores para bacterias y hongos utilizando estireno y otros COVs como sustratos.
Comparando esta informacién con los datos obtenidos en esta investigacion se tiene

lo siguiente:

1) El valor de la i de P. putida S12 utilizando estireno como sustrato es mayor que
lo reportado por JianMing et al. (2014) para P. putida WJ y por Gaszczak et al.
(2012) para P. putida E-93486, las cuales fueron obtenidas del aislamiento de lodos
activados provenientes de una planta de caucho y de un cepario (VTT Culture
Collections, Finlandia), respectivamente Esto indica que la capacidad de una misma
especie de microorganismo para degradar un sustrato es dependiente de la cepa,
lo cual ocurre porque las condiciones en las que se encuentran los microorganismos
varian del lugar de donde se aislan, y por lo tanto, la aclimatacion a ciertos factores
ambientales es distinta. Por otra parte, se puede observar que la {i de P. putida S12
utilizando estireno como sustrato es hasta 3 veces mayor que la obtenida con
hongos y otras bacterias que degradan estireno, 24 veces mayor que algunos
consorcios de lodos activados aclimatados para degradar estireno y 56 veces mayor
que otras cepas y especies de microorganismos que degradan otros compuestos
aromaticos (Tabla 10). Todo lo anterior indica que el crecimiento de P. putida S12
con estireno como sustrato es relativamente mas rapido que el de otros

microorganismos que consumen estireno u otros compuestos aromaticos.

2) El valor de la Ks de P. putida S12 utilizando estireno como unica fuente de
carbono es relativamente mas alta que las reportadas para otras cepas de P. putida
(JianMing et al., 2014; Gaszczak et al., 2012) y para otros microorganismos que
también degradan estireno, con excepcion de lo reportado por Jung y Park (2005)
para Rhodococcus pyridinovorans PYJ-1 (129 g/m3). Lo anterior indica que la
afinidad al estireno que tiene la cepa en este estudio es entre 1 y 30 veces menor
que la afinidad mostrada por otras cepas para este sustrato, y 4 veces mayor que
en el estudio de Jung y Park (2005).
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3) El Yws de P. putida S12 utilizando estireno como sustrato es hasta 267 veces
menor que lo reportado para otras cepas de P. putida (JianMing et al., 2014;
Gaszczak et al., 2012) y otros microorganismos que degradan estireno. Esto indica
que la cepa en estudio tiene un muy bajo rendimiento de biomasa, aun cuando
consume casi 100% del sustrato, por lo tanto, se sugiere que una gran parte del
estireno consumido es destinado a energia y mantenimiento, y no a sintesis celular.
En este sentido, existen reportes de cepas de P. putida (e.g. P. putida F1; George
et al., 2011) que tienen la capacidad de consumir estireno solo como fuente de
energia y no, como fuente de carbono, o en algunos casos, esto ultimo es casi

despreciable, como podria estar ocurriendo con la cepa en estudio.

4) El valor de la § de P. putida S12 utilizando estireno como sustrato es mucho
mayor que lo reportado para otros microorganismos que degradan estireno, y a su
vez, es relativamente menor que lo reportado para lodos activados. Esto quiere
decir, que la cepa en estudio tiene una capacidad de consumir rapidamente el
estireno comparado con cultivos puros, pero comparando con un consorcio como
los lodos activados, este ultimo tiene un mayor potencial puesto que al ser un
consorcio microbiano los procesos de cooperacion pueden ayudar a un mejor

desempenio en la biodegradacion de algunos sustratos.
7.2 Seleccién de la fase no acuosa
7.2.1 Criterio de afinidad por el estireno
El coeficiente de particion es un valor que da informacion sobre como se reparte
una sustancia entre dos fases distintas. En este caso, se tuvo una fase gaseosa y
una fase liquida. Siguiendo la Ecuacién 4 que describe el coeficiente de particion,

se tiene que mientras mas pequeino sea dicho valor, mayor sera la proporcién que

sera repartida a la fase liquida.

58



Se determinaron los coeficientes de particién del estireno en el medio mineral, aceite
de silicona, liquido iénico, una mezcla de medio mineral con aceite de silicona al 5%
v/v y una mezcla de medio mineral con liquido iénico al 5% v/v.
Ecuacion 4:
mPH = CHI/ChS

Donde:

mPx = Coeficiente de particion adimensional

Cn9 = Concentracion del estireno en la fase gas en el equilibrio (g/L)

Cn® = Concentracion del estireno en la fase liquida en el equilibrio (g/L)

En la Tabla 11 se resume el reparto en el equilibrio de la concentracion de estireno
en el liquido y en el espacio de cabeza, expresado en porcentajes, asi como los
coeficientes de particion obtenidos por método grafico (ver ANEXO 11.4). Como se
puede observar la adicién de una fase no acuosa al medio mineral, ya sea aceite de
silicona o liquido idnico, incrementd casi al doble la absorcidn de estireno en el
medio liquido. Esto se debe a que tanto el aceite de silicona y el liquido idnico son
sustancias de naturaleza hidrofébica que tienen una buena afinidad para absorber
compuestos aromaticos, como el estireno, a diferencia de medios acuosos, en
donde la absorcion del estireno es relativamente menor, ya que es un compuesto
de naturaleza moderadamente hidrofébica que presenta una baja solubilidad en
agua (300 mg/L; Mooney et al., 2006).

Tabla 11. Reparto en el equilibrio de la concentracion de estireno en el medio

liquido y en el espacio de cabeza.

Reparto | N ..,
Ensayo Medio liquido  Espacio de Coe?:;nmtzndseiop;e;rlt)lmon
(%) cabeza (%)
Medio mineral | 55.80 — 66.51 | 33.49 — 44.20 0.7090 + 0.05727
Aceite de silicona | 95.78 —97.92 | 2.08 —4.22 0.0226 + 0.00014
Liquido idnico | 98.95-99.71 | 0.81-1.05 0.0030 + 0.00015

Medio mineral +

aceite de silicona

Medio mineral +
liquido idnico

97.03-98.19 | 1.81-2.97 0.0189 £ 0.00007

99.59-99.88 | 0.12-0.41 0.0032 £ 0.00042
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Lo anterior coincide con los valores obtenidos del coeficiente de particién para cada
ensayo. Como se puede observar, el medio mineral mostré el valor mas alto (0.7090
1+ 0.05727) que indica un menor reparto de la concentracién de estireno inicial hacia
el medio liquido. Este resultado puede variar segun la composicion del medio
mineral. Por ejemplo Cox et al. (1994) y Babaee et al. (2010) reportaron coeficientes
de particion de estireno con valores de 0.16 y 0.002 para un medio mineral
empleado en el crecimiento de Exophiala jeanselmei y lodos activados,
respectivamente. Por su parte, tanto el aceite de silicona como el liquido iénico, ya
sea solos o en mezcla al 5% v/v con medio mineral, mostraron valores de coeficiente
de particion similares, lo cual puede atribuirse a que bajo las mismas condiciones,
la proporcion de fases no acuosas mezcladas en medio mineral es suficiente para
absorber el estireno de la misma manera que cuando las fases no acuosas no son
mezcladas. Adicionalmente, estos valores son relativamente mas bajos que el
medio mineral sin mezclar, indicando que la adicion de aceite de silicona y liquido
ionico al medio mineral incrementa hasta 38 y 222 veces la absorcion del medio

liquido por el estireno, respectivamente.

El valor del coeficiente de particion del estireno obtenido en este estudio para el
aceite de silicona mezclado en medio mineral al 5% v/v (0.0189 = 0.00007), es
similar a lo reportado por Dumont y Andres (2012) para una mezcla de aceite de
silicona (v = 5 cP) en agua al 2% v/v (0.0186). Esto podria indicar que, tal vez, sea
posible utilizar menor proporcion de aceite de silicona para tener la misma absorcion
de estireno, lo que se reflejaria en un beneficio econémico a gran escala. Por otra
parte, Dumont y Andres (2012) reportan valores del coeficiente de particion de
estireno en aceite de silicona mezclados en agua al 10 (0.0043) y 20% v/v (0.0022),
en donde la afinidad por el estireno se incrementa hasta 8.5 veces. Esto sugiere
que un incremento en la proporcion del aceite de silicona en medios acuosos puede
incrementar la afinidad del estireno al medio liquido, aunque habria que evaluar si
este incremento es significativo y viable econdmicamente para un sistema a gran
escala. La variacion de la proporcion del aceite de silicona en el medio mineral no

fue objeto de este estudio, porque la mayoria de las investigaciones de biorreactores
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de particion que utilizan aceite de silicona como fase no acuosa, reportan como
optimo el 5% v/v, sin embargo, esto puede ser diferente de acuerdo con el COV
objetivo, por lo que seria interesante hacer esta evaluacion en futuras

investigaciones que continuen con el presente estudio.

El valor del coeficiente de particion del estireno en el liquido iénico mezclado en
medio mineral al 5%v/v (0.0032 + 0.00042) es similar a lo reportado para diferentes
liquidos i6nicos de base imidazolio que absorben COV (ver Tabla 3). Al respecto,
algunos autores reportan que los liquidos ionicos de base imidazolio tienen una alta
afinidad a compuestos aromaticos, como el estireno, aunque su selectividad varia

con la longitud de la cadena alquilica (Salar-Garcia et al., 2017).

El valor del coeficiente de particion del estireno que se obtuvo en este estudio para
el liquido iénico mezclado en medio mineral al 5% v/v (Hiumm = 0.0030 £ 0.00015)
es 6.3 veces mayor que el obtenido para la mezcla de aceite silicona en medio
mineral al mismo porcentaje (Hasmm = 0.0189 £ 0.00007). Esto quiere decir, que el
estireno es mas soluble en el liquido i6nico que en el aceite de silicona, por lo que
en términos de afinidad, el liquido i6nico resulta mas prometedor como fase no
acuosa porque representa un mayor incremento en la transferencia de masa del
estireno desde el espacio de cabeza hacia la fase liquida. No obstante, aun hay que
evaluar la biodegradabilidad, efecto inhibitorio y toxicidad de las sustancias para

llegar a una conclusion.

7.2.2 Criterio de biodegradabilidad

La biodegradabilidad del aceite de silicona y del liquido iénico por P. putida S12, se
evalué mediante la produccion de CO:2 en el espacio de cabeza durante 30 dias.
Para ello, se conté con un control de la respiracion enddégena y un blanco de la
degradacion del estireno por el mismo inéculo, para garantizar que existiera
actividad metabdlica. Como se puede observar en las Figuras 9y 10, el CO2 medido

en el espacio de cabeza cuando la cepa estuvo en contacto con ambas fases no
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acuosas, fue practicamente igual al CO2 proveniente de la respiracién enddégena de
P. putida S12, lo que quiere decir que el microorganismo fue incapaz de degradar
las fases no acuosas. Esto coincide con muchos estudios que confirman que ambas

fases no acuosas son no biodegradables para la mayoria de los microorganismos.

Para el caso del aceite de silicona, varios estudios han demostrado que no es
biodegradable, porque no es asimilado por los microorganismos ni siquiera
parcialmente, ya que no se han detectado subproductos de degradacion de esta
sustancia cuando se suministra a consorcios o cepas de microorganismos (Darracq
et al., 2010).

En el caso de los liquidos ionicos, algunos estudios reportan su posible
biodegradacion. Sin embargo, esto solo se ha demostrado en liquidos ibnicos con
cationes diferentes al imidazolio (Gathergood et al., 2006) o con cationes imidazolio
en un caso extraordinario cuando se utilizaron hongos filamentosos (Fusarium sp.;
Esquivel-Viveros et al., 2009). Aunque esto ultimo, ha sido puesto en duda por
Quijano et al. (2011) con el argumento de que no se hicieron pruebas de biosorcién
que garanticen la inexistencia de una adherencia del liquido i6nico en la superficie
de los microorganismos en lugar de la biodegradacion. Por su parte, los liquidos
idnicos que tiene catién imidazolio, como el que se utilizdé en este estudio, solo
tienen una biodegradacion de la cadena alquilica del cation cuando es mayor a 2
carbonos, lo que contribuye a menos del 1% de biodegradabilidad (Gathergood et
al., 2006; (Harjani et al., 2009). La dificultad de los microorganismos para
biodegradar liquidos i6nicos con catién imidazolio se debe principalmente a que los
anillos estan conformados por amonios cuaternarios y al impedimento estérico que
tiene la conformacion del cation con el anién (Docherty et al., 2007; Khan et al.,
2016).
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Figura 9. Biodegradabilidad del aceite de silicona por P. putida S12
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Figura 10. Biodegradabilidad del liquido iénico por P. putida S12

7.2.3 Criterio de inhibicién

Se evaluo el efecto inhibitorio de cada fase no acuosa en el consumo de estireno
por P. putida S12.
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Figura 11. Inhibicion de Pseudomonas putida S12 durante la biodegradacion de
estireno por exposicion con el aceite de silicona al 5% v/v.
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Figura 12. Inhibicion de Pseudomonas putida S12 durante la biodegradacion de

estireno por exposicion con el liquido iénico al 5% v/v.

Como se observa en la Figura 11, la biodegradacion del estireno en presencia del

aceite de silicona se lleva a cabo incluso mas rapido que la biodegradacion en el
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control. Por su parte, en la Figura 12 se observa que la biodegradacion de estireno
en presencia de liquido iénico no se llevo a cabo en 12 horas. Cabe destacar que el
experimento fue extendido hasta 30 dias para saber si habia una fase lag
prolongada o un proceso de aclimatacién. Al respecto, el estireno no fue consumido
en ese lapso, por lo tanto, el liquido idnico causé la inhibicion de P. putida S12 en

el consumo de estireno.
7.2 .4 Criterio de toxicidad

La prueba de toxicidad consistio en evaluar la viabilidad de las células al ser
expuestas a las fases no acuosas por un periodo de incubacion, comparando con
un control (sin fase no acuosa). Como resultado, se puede observar en la Figura 13
que la proporcion de células vivas, muertas y dafiadas cuando se expone la cepa al
aceite de silicona es similar al control. En contraste, la proporcion de células vivas,
muertas y dafias cuando la cepa se expone al liquido idnico es significativamente
menor que lo obtenido para el aceite de silicona y el control (Tabla 12), por lo que

ocurrié una disminucion de la viabilidad celular de P. putida S12 en contacto con el

liquido idnico.
100
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Figura 13. Viabilidad celular de P. putida S12 expuesta a aceite de silicona y
liquido iénico
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Tabla 12. Prueba de T student de la proporcidon de células vivas de P. putida S12

expuesta a aceite de silicona y liquido i6nico.

Vivas (%)
X SD
Control | 74.42 2.38 18.17 0.205 54 0.255 | 24.44 | 0.026
IL 49.31 6.90 49.71 7.48 0.975 0.587 -0.06 | 0.962
AS 79.91 0.226 16.36 0.091 3.73 0.1273 | 30.33 | 0.021

a = 0.05; nivel de confianza =95 %

Letras iguales = no hay diferencia significativa

Letras diferentes = hay diferencias significativas

FNA = Fase no acuosa; IL = Liquido idnico; AS = aceite de silicona

Con base en los resultados de las pruebas anteriores, se puede decir que el aceite
de silicona no es biodegradable, inhibitorio ni téxico para P. putida S12. En
contraste, el liquido idnico, que tampoco es biodegradable, si causa inhibicion y
toxicidad para P. putida S12. Este hecho se ha reportado por varios autores,
especialmente para liquidos idnicos de base imidazolio, (Gathergood et al., 2006).
Adicionalmente, esta toxicidad no es exclusiva para microorganismos, también se
han hecho pruebas en células vegetales, animales y humanas, teniendo resultados
positivos, por lo que hay que evitar la liberacién de estas sustancias hacia el
ambiente, recuperandola y reutilizandola en los procesos en los que sean utilizadas
(Garcia et al., 2004; Thi-Phuong et al., 2010).

7.2.5Selecciéon

Considerando los criterios de afinidad por el estireno, biodegradabilidad, inhibicion
y toxicidad se tiene que, aunque el liquido idénico tiene una mayor capacidad para
absorber estireno y no es biodegradable, el aceite de silicona ademas de no ser
biodegradable, tampoco es inhibitorio ni téxico para P. putida S12, por lo que se
eligié este ultimo como fase no acuosa para los experimentos de producciéon de
PHA.
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7.3 Efecto de la fase no acuosa en la produccion en lote de PHA a partir de

estireno como sustrato

Se evaluo el efecto de la adicion de aceite de silicona al 5% v/v en la produccién de
PHA por P. putida S12 utilizando estireno como sustrato. En la Figura 14 se
encuentran dos graficas. La primera representa la cinética de produccién de PHA
sin aceite de silicona y la segunda representa cuando se adiciona aceite de silicona
al 5% v/v. Como podemos observar en ambas graficas, la reduccion de la
concentracion de la fuente de nitrogeno en un 80% respecto a la concentracion
establecida para el crecimiento, indujo la acumulacién de PHA para la cepa
seleccionada. Este efecto ya era esperado puesto que muchas investigaciones
utilizan esta limitacion de nitrégeno en sus cepas para inducir la acumulacion de
PHA (e.g. Liu et al., 2013). La maxima acumulacion de PHA en la biomasa sin aceite
de silicona se alcanz6 en 10 horas y fue de 15.73 % p/p, mientras que con la adicion
del aceite de silicona al 5% v/v, la maxima acumulacion de PHA se alcanzé en 6
horas y fue del 15.75 % p/p. Como se puede observar, los porcentajes de
acumulacién de PHA obtenidos sin y con aceite de silicona son similares, por lo que
el efecto mas apreciable al adicionar el aceite de silicona es que el tiempo de
produccion de una misma cantidad de PHA se reduce en 40%. Esto quiere decir,
que el aceite de silicona no solo reduce el tiempo de biodegradacion del estireno,
sino que también reduce el tiempo de producciéon de PHA cuando se induce una
desviacidon de la ruta metabdlica de degradacién a través de la limitacion en la
concentracion de la fuente de nitrégeno. Lo anterior es debido a la afinidad que tiene
el estireno por el aceite de silicona y porque esta fase no acuosa funciona como un
vector de transferencia, como ha sido demostrado en diversos estudios (Kraakman
etal., 2011).
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Figura 14. Cinéticas de produccion de PHA por P. putida S12 sin y con aceite de

silicona al 5% v/v.

Por otra parte, los porcentajes de acumulacion de PHA sin y con aceite de silicona,
corresponden a la mitad de lo que se acumula por otros microorganismos y cepas
reportados en algunas investigaciones en donde también se ha utilizado el estireno
como sustrato (Arshad et al. 2017; Tan et al. 2015). No obstante, los valores
obtenidos en este estudio son cercanos a lo reportado por otros autores para la
misma cepa (i.e. 14-20% p/p; Tobiny O'Connor, 2005; Tan et al., 2015). La variacién
del porcentaje de acumulacion de PHA en este estudio respecto a otros
microorganismos y cepas puede estar relacionada a las caracteristicas intrinsecas
de la cepa, el medio de cultivo y la concentraciéon del sustrato. Este ultimo factor es
de suma importancia a considerar, puesto que una variacion en la concentracion de
sustrato puede originar diferentes porcentajes de PHA acumulados. En este sentido,
la manera para conocer la maxima capacidad de acumulacion de PHAs es llevar a
cabo una produccién en lote alimentado hasta que el porcentaje se vuelva constante
(Albuquerque et al., 2011). Sin embargo, en este estudio no se hizo esta evaluacién

y queda como perspectiva para la continuidad de la investigacion.

Por otro lado, en la Figura 15 podemos observar imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia utilizando rojo Nilo como colorante. La imagen 1a

corresponde a la fluorescencia de las células tefiidas que fueron colectadas justo
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antes de iniciar con la produccion de PHAs. En ella se puede observar que la
fluorescencia es relativamente baja y poco apreciable, indicando que no hay
granulos intracelulares que observar y que aquello que tiene fluorescencia pueden
ser algunos lipidos de componentes celulares. Al respecto, Greenspan et al. (1985)
menciona que la intensidad de fluorescencia por rojo Nilo para componentes
lipidicos que forman comunmente las células bacterianas es muy baja, despreciable
o casi nula. Laimagen 2a corresponde a la fluorescencia de las células tefiidas que
fueron colectadas al final de la producciéon de PHAs sin la adicidn de aceite de
silicona. En este caso, se puede observar un aumento de la intensidad de la
fluorescencia respecto a la imagen 1a, por lo que se confirma la acumulacion de
granulos intracelulares. La imagen 3a corresponde a la fluorescencia de células
tefidas que fueron colectadas al final de la produccién de PHAs con la adicion de
aceite de silicona al 5% v/v. En ella podemos observar que la intensidad de
fluorescencia es mayor que laimagen 1a, lo que indica que si hubo una acumulacion
de granulos intracelulares lipidicos. Aunque el rojo Nilo no es selectivo para PHAs
(Brown et al., 1992), se puede considerar que los granulos intracelulares
observados corresponden a PHAs, ya que se ha demostrado que P. putida S12
produce PHAs cuando utiliza estireno como unica fuente de carbono y bajo
condiciones limitantes de nitrégeno (Tobin y O’Connor, 2005; Tan et al., 2015). Para
complementar esta informacion, es necesario caracterizar el biopolimero a través
de espectroscopia de infrarrojo, lo cual no se pudo realizar en este estudio pero

prevalece como perspectiva para el seguimiento de la investigacion.
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Figura 15. Imagenes de microscopia de fluorescencia de P. putida S12 con tincion
de rojo Nilo. 1: antes de la produccion de PHA; 2: al final de la produccion de PHA
sin aceite de silicona; 3: al final de la produccién de PHA con aceite de silicona; a:
fluorescencia; b: contraste de interferencia diferencial (DIC; siglas en inglés); c:

fluorescencia con DIC.
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8. CONCLUSIONES

El liquido i6nico Tris(pentafluoroetil)trifluorofosfato de 1-hexil-3-imidazolio no es
biodegradable por P. putida S12, pero resulté inhibitorio y toxico para la cepa. Por
lo tanto, se descart6 su uso a pesar de que tuvo una mayor afinidad por el estireno

que el aceite de silicona.

El aceite de silicona no fue biodegradable por P. putida S12 y no resulto inhibitorio
ni toxico para la cepa. Por lo tanto, se utilizé esta sustancia como fase no acuosa
para la cinética de acumulacion de polihidroxialcanoatos, a pesar de que tuvo una

menor afinidad por el estireno que el liquido idénico.

La adicion de aceite de silicona reduce en 40% el tiempo de produccién maxima de
polihidroxialcanoatos por P. putida S12, lo que implica un ahorro de gastos

operativos.

Al seleccionar una fase no acuosa para el tratamiento bioldégico de compuestos
organicos volatiles hidrofébicos, no solo hay que considerar las propiedades
fisicoquimicas de la sustancia, sino que también hay que tomar en cuenta su

interaccién con el o los microorganismos que seran utilizados en el proceso.
A pesar de que se ha demostrado que existe un potencial en el uso de biorreactores

de particion para la valorizacion de COV hidrofébicos, aun hace falta mas

investigacion para evaluar su factibilidad a gran escala.
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9. PERSPECTIVAS

Variar las relaciones C/N, pH y el tipo de nutriente limitante para evaluar su efecto
en el rendimiento de la acumulacién de PHAs en P. putida S12 utilizando estireno

como sustrato.

Evaluar la produccion de PHA en biorreactores de particion con distintas
configuraciones operados en lote alimentado y con diferentes cargas de entrada de

estireno.

Realizar una caracterizacion mas completa del PHA producido para elucidar sus
posibles aplicaciones. Dentro de las caracterizaciones que se pueden realizar son:
espectroscopia infrarroja (grupos funcionales, estructura quimica), cromatografia de
permeacion de gel (peso molecular), analisis termogravimétrico (estabilidad

térmica) y cromatografia de gases acoplado a masas (composicidn monomeérica).
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11. ANEXOS

11.1 Cinética de crecimiento de P. putida S12 en medio nutritivo
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11.2 Concentracién minima inhibitoria de estireno para P. putida S12
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11.3 Cinéticas de crecimiento de P. putida S12 a 140 y 180 rpm
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11.4 Método grafico para la obtencidn del coeficiente de particion del estireno
en el aceite de silicona y el liquido idnico puros y en mezcla al 5% v/v con

medio mineral.
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11.5 Curva de calibracién de densidad éptica a 600 nm
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11.6 Curva de calibracién para la medicién de amonio
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11.7 Curva de calibracién para la medicidon de estireno y COz2
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