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Resumen

RESUMEN

Se prepararon xerogeles de SiO, con un tamafio promedio de poros de 30 A y un
area superficial de 759 m?/g; también se prepararon xerogeles de SiO, adicionando
durante la polimerizacion una solucién de fenantreno (FE) en dimetilformamida
obteniéndose xerogeles con un tamafio promedio de poros de 89A y un area
superficial de 429 m?g, a estos xerogeles se les afadié nuevamente fenantreno
hasta alcanzar una concentracion inicial de 250 ppm. Estos xerogeles tuvieron una
capacidad de retencién de agua promedio de 4.2+1.3 g de agua/g material. Y fueron
usados como soporte para el crecimiento de dos hongos filamentosos,
Phanerochaete chrysosporium A594 y Aspergillus niger ATCC9642.

Tanto en los xerogeles preparados con fenantreno como en los que no tenian esta
molécula modelo, los microorganismos crecieron presentando una velocidad
promedio de consumo de azucares reductores de 0.046 mg/g soporte h para P.
chrysosporium A594 y de 0.106 mg/g soporte h para A. niger ATCC9642. Estos
resuitados indican que no existen efectos inhibitorios ni en el crecimiento de los
hongos ni en el consumo de azlcares por la presencia de fenantreno (al menos
hasta 250 ppm). Los hongos tampoco presentaron modificaciones importantes en la
morfologia observada con el microscopio electrénico de barrido; sin embargo, la
biotransformacion del fenantreno fue de sélo 25% en diez dias.

Las cinéticas de sorcion y biotransformacion de fenantreno en cultivo liquido,
mostraron que P. chrysosporium A594 y Aspergillus niger ATCC9642 sorben un
maximo de 0.02 y 0.013 mg FE/mg biomasa respectivamente y biodegradan un
maximo de 0.02 y 0.025 mg FE/mg biomasa, respectivamente. Ambos fendmenos se
encuentran intimamente relacionados; lo cual sugiere que es necesaria la sorcion
inicial del compuesto para que posteriormente se biotransforme. Es posible que este
mismo fendmeno se presente en los sistemas solidos lo cual contribuye a explicar,
junto con los modelos clasicos de transferencia de masa, la lenta biotransformacion

de los contaminantes por la microfiora nativa.



Abstract

ABSTRACT

Si0, xerogels with an average pore size of 30 A and a surface area of 759 m?/g were
prepared; SiO, xerogels were also prepared adding a solution of phenanthrene in
dimethyiformamide during the polymerization yielding xerogels with an average pore
size of 89 A and a surface area of 429 m?/g, more phenanthrene was added to these
xerogels until a concentration of 250 ppm was reached. All xerogels prepared had an
average water retention capacity of 4.2+1.3 g water/g xerogel.

The xerogels were used as support for the growth of two filamentous fungi,
Phanerochaete chrysosporium A594 and Aspergillus niger ATCC9642. In both
xerogels the microorganisms had an average rate of reducing sugar consumption of
0.046 mg/g support h for P. chrysosporium A594 and of 0.106 mg/g support h for A.
niger ATCC9642. These results show that, at an initial concentration of 250 ppm,
phenathrene has no inhibiting effect neither in the growth of the fungi, nor in its sugar
consumption. No significant changes on the morphology of the fungi were observed
using scanning electron microscopy. Despite the fact that neither the physiology nor
the morphology of the fungi were affected, the phenantrene biotransformation was
only 25% after ten days.

Phenanthrene sorption and biotransformation kinetics in liquid culture showed that P.
chrysosporium A594 and A. niger ATCC9642 sorb a maximum of 0.02 and 0.025 mg
phenanthrene/mg biomass respectively. Both phenomena are closely related, which
suggests that an initial soption of the compound is necessary before its
biotransformation. It is possible that the same phenomenon is present in the solid
systems, which together with the classical mass transference models helps to explain
the slow biotransformation of the pollutants by the indigenous microflora.

vi



Glosario de Términos

GLOSARIO DE TERMINOS

Biomasa. Cuerpos celulares. En este trabajo se considera como “biomasa” al micelio

total producido por los hongos filamentosos que se emplearon.

Biotransformacion. Transformacion quimica de un compuesto catalizada por un

organismo Vvivo.

Cometabolismo. Es la transformacién biologica de un compuesto (cosustrato o
cometabolito) incapaz de mantener por si mismo la replicacion celular, en presencia
obligada de un sustrato de crecimiento o suministrador de energia

Cuerpos fructiferos. Estructura reproductiva macroscopica producida por aigunos
hongos (por ejemplo esporangios). Los cuerpos fructiferos son de diferente tamaro,

forma y color, de acuerdo a la especie.

Enzimas. Proteina que funciona como catalizador en los organismos vivientes,

provocando reacciones especificas.
Esporangio. Envoltura en la que se forman las esporas.

Esporas. Nombre general de las estructuras resistentes en reposo, formadas por los

hongos y bacterias.
Gel. Polimero producido a temperatura ambiente.

Hifa. Filamento largo y ramificado emitido por las esporas después de que éstas

germinan.

vii



Glosario de Términos

Hongos filamentosos. Organismos no fotosintéticos que poseen una estructura

vegetativa denominada micelio.

Micelio. Sistema ramificado de hifas. Masa de citoplasma multinucleado encerrada

dentro de un sistema de tubos rigidos y ramificados.

Mineralizacion. Es cuando los microorganismos oxidan un compuesto complejo de
carbono por completo; llegando a producirse CO,, H>O y energia empleada para la

actividad celular.

Recalcitrante. Se refiere a compuestos que permanecen en el suelo, o en el agua,
por largos periodos de tiempo sin sufrir ningun tipo de transformacién en su

estructura molecular.

Xerogel. Gel calentado a 60 - 80 °C. Debido a que pierde humedad, se vuelve

quebradizo.
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1. INTRODUCCION.

La contaminacién ambiental es uno de los problemas mas severos que enfrenta
nuestra sociedad actualmente. El problema se presenta tanto en ambientes
terrestres como acuaticos, por lo cual han surgido nuevas alternativas para

combatirla, una de ellas es la biorremediacion.

Sin embargo, en sistemas fisica y quimicamente complejos como los suelos, aplicar
este tipo de alternativas no ha sido sencillo. Los problemas de transferencia de masa
asi como la complejidad y heterogeneidad de los materiales son dificultades que a
menudo se encuentran al tratar de entender este tipo de sistemas.

En los estudios de biorremediacién, la atencion se ha centrado principalmente en el
estudio de las bacterias, aunque los hongos filamentosos tienen una gran capacidad
de supervivencia en sistemas con bajas humedades, y esto los hace muy atractivos

para la biorremediacion de suelos.

Por todo lo anterior, resulta interesante utilizar sistemas modelos similares a los
suelos a fin de estudiar los procesos microbianos en condiciones mas faciles de
controlar. El presente trabajo propone el uso de la quimica sol-gel para obtener
polimeros de SiO, con una molécula modelo (fenantreno) como un sistema
simplificado de un suelo contaminado con alto contenido mineral, empleando como
microorganismos a dos hongos filamentosos: el basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium y el deuteromiceto Aspergillus niger, ambos hongos han sido
reportados como degradadores de fenantreno.

El estudio se dividi6 en tres etapas:
1. Se estudiaron y eligieron las mejores condiciones para la obtencion de los

xerogeles de SiO,, analizando sus propiedades fisicoquimicas para elegir
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finalmente aquél que brindaba las mejores condiciones para el desarrolio de
los hongos.

2. Se estudié la colonizacién del soporte por los hongos en ausencia de
fenantreno, observandose la morfologia de los hongos en el microscopio
electrénico de barrido y cuantificando el consumo de azucares. Una vez que
se confirmd que el xerogel de SiO; podia servir como soporte para el
crecimiento de hongos filamentosos, se procedié a impregnarlo con
fenantreno y realizar nuevamente cinéticas de consumo de azucares vy
fenantreno observando la morfologia de los microorganismos para compararla
con los experimentos realizados en ausencia de fenantreno.

3. Finalmente se realizaron cultivos liquidos de los dos hongos cuantificando la
produccién de biomasa, el consumo de azucares y el consumo de fenantreno.
En estos experimentos se cuantificd el fenantreno sorbido en la biomasa, lo
cual facilitd hacer balances de masa. Estos experimentos permitieron sugerir

un modelo para la biotransformacién del fenantreno por hongos filamentosos.

El presente trabajo representa una propuesta novedosa para el uso de los procesos
sol-gel en sistemas biologicos, y es un estudio inicial que pretende ayudar a
comprender los complejos fendbmenos que tienen lugar en los suelos contaminados.
Ademas es una aportaciéon para entender los mecanismos que tienen los hongos
para la biotransformacion de moléculas no solubles en agua como el fenantreno.

[\
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Contaminacién de suelos.

Uno de los mayores problemas que enfrenta la industria mundial en nuestros dias es
la contaminacion de suelos, agua subterranea y superficial, sedimentos y aire con
residuos quimicos toxicos y peligrosos. Se calcula que en los Estados Unidos la
generacién de desechos peligrosos anual asciende a 100 miillones de toneladas, el
costo de limpieza total es cercano a los $1.7 billones (de ddlares), ademas, la
presencia de dichos residuos representa un grave peligro para la flora y fauna nativa
del sitio contaminado y para los seres humanos. En términos generales, los sitios
contaminados contienen mezclas complejas de compuestos organicos como el
creosote, combustibles, combinaciones de solventes industriales, petréleo crudo,
entre otros. Las concentraciones individuales de cada contaminante varian
dependiendo del sitio contaminado (Baker y Herson, 1994).

‘Entre los problemas mas graves se encuentran las contaminaciones por
manufactura, transportacion y distribucion del petréleo y los productos quimicos
derivados de estas actividades asi como los desechos provenientes del tratamiento
de la madera. Un ejemplo de este problema, es el hecho de gque en los afios 80°s,
Estados Unidos tenia 2.3 millones de pozos petroleros abandonados y la cantidad
de las fugas se desconocia. Por esta razén el problema ha llamado fuertemente la
atencién de los cientificos desde hace varios anos.

Con la finalidad de resolver estos problemas de contaminacion han surgido nuevas
tecnologias, una de elias es |la biorremediacién que puede definirse como el uso de
microorganismos O procesos microbianos para destoxificar o degradar

contaminantes ambientales.

2.2. TRANSFERENCIA DE MASA.
Los procesos de biorremediacién en los suelos son prolongados y a veces poco

exitosos, esto se ha atribuido a que existe la posibilidad de que los microorganismos
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responsables de la biodegradacion no se encuentren en el sitio que se desea limpiar
o bien que no tengan las condiciones adecuadas para su desarrollo (Harms y
Bosma, 1997; Aitken y col, 1998). Ademas, los suelos son ambientes fisica y
quimicamente complejos, esto provoca la disminuciéon de la biodisponibilidad de
compuestos contaminantes.

Por lo anterior, definir con claridad el proceso o procesos que disminuyen la
biodisponibilidad resulta muy complicado, sobre todo considerando que actuan en
forma simuitanea factores fisicos, quimicos y biolégicos (Nam y Alexander, 1998). A
pesar de todas estas dificultades, en nuestros dias las técnicas de biorremediacion
se emplean extensamente y sus dificultades se explican en términos de dos

fenémenos (Huesemann, 1997):

1. Los hidrocarburos que permanecen en el sitio son recalcitrantes, es decir, bajo las
condiciones ensayadas no es posible biodegradarlos.
2. Los hidrocarburos son secuestrados por el suelo, estan inaccesibles para los

‘microorganismos.

Aunque es dificil determinar con exactitud cual de estos factores es el que
predomina, se ha hecho un extenso trabajo sobre sorcién de moléculas organicas en
los suelos; por lo tanto, entender la dinamica de la sorcién es de suma importancia
en el proceso. Existen muchas investigaciones que atribuyen la lenta sorcién a
limitaciones de difusion debido a la naturaleza de los poros de las particulas.

En la figura 2.1 se esquematiza un suelo (Pignatello y Xing, 1996); se puede
observar que existen varios granulos de diferentes tamarios formando cumulos; un
granuio puede presentar algunas fisuras ademas de microporos y mesoporos. Los
tamanos de estos poros son, de acuerdo a la IUPAC, mayores que 50 nm si son
macroporos; 2-50 nm , mesoporos; y menores que 2 nm microporos. Como puede
apreciarse, una molécula contaminante debera difundir desde los micro o mesoporos

hasta la capa exterior de agua donde, ya soluble, esta biodisponible.
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Suelo

£ Contaminante

Figura 2.1. Representacion esquematica de un agregado de suelo.

La sorcién de los contaminantes en sdélidos naturales afecta los procesos de
transporte, degradacién y actividad biolégica de los compuestos organicos en el
suelo; la sorcidon puede requerir de semanas 0 meses para lilegar a un equilibrio
(Pingnatello y Xing, 1996).

Aunque los mecanismos que gobiernan las velocidades de sorcidon no estan bien
establecidos, se han propuesto dos mecanismos para explicarlo (Pingnatello y Xing,
1996):

l. Difusién dentro de la materia organica (DMO). El modelo de DMO postula la
difusion a través de los sélidos de la materia organica no soluble (MON) como el
paso limitante; este es el mecanismo primario de sorcién cuando la MON y el agua
son suficientemente abundantes. La MON puede estar adherida a la superficie de

las particulas de material inorganico del suelo 0 como particulas discretas.

W
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Figura 2.2. Esquema de la Difusion de la Materia Organica (DMO). A, difusion a traves de
la fase mineral menos condensada; B, difusién a través de la fase mineral mas

condensada; C, adsorcion en un sitio tipo “Langmuir”.

Il. Modelo de Sorcién-Difusion Retardada a través de Poros: Este modelo
(SDRP) postula que el paso limitante es la difusidon molecular del contaminante en
los poros llenos de agua; es andlogo a un proceso cromatografico. Ocurre una
sorcion local en la pared de los poros;, dichas paredes pueden o no estar
compuestas por MON. De acuerdo a este modelo, las velocidades de desorcion son
inversamente dependientes del cuadrado del radio de la particula, de la tortuosidad
de los poros, de |a constrictividad en los poros, y del coeficiente de distribucion “fase

solidalfase solucion” (Kg).
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— Poro lleno
de agua

Figura 2.3. Esquema de la sorcién-difusién retardada a través de poros (SDRP).

Las silices pueden servir como modelo de un suelo ya que presentan un
comportamiento similar en cuanto a la estructura y composicion de la parte
inorganica, existen varios trabajos al respecto (Nam y Alexander, 1998, Farrel y col,
1999).

Los mecanismos de DMO y SDRP operan en forma simultdnea en ambientes
naturales; DMO puede predominar en suelos con alto contenido de materia
organica, mientras que SDRP predomina en suelos donde la cantidad de materia
organica es baja. Aparentemente, la lenta desorcién de moléculas organicas a partir
de silices libres de materia organica puede acercarse mucho a simular suelos con

una fraccion mineral importante (Pignatello y Xing, 1996).

2.3. HIDROCARBUROS POLIAROMATICOS.
Dentro del petréleo existe una fraccidn denominada hidrocarburos poliaroméaticos
(PAHSs) que son moléculas de mas de dos anillos bencénicos que pueden o no estar
sustituidos, algunos son carcindgenocs y debido a su elevado peso molecular son
persistentes en el medio ambiente; por estas razones estan incluidos como prioridad
en la lista de contaminantes de la Agencia de Proteccidén al Ambiente (EPA) de los
Estados Unidos (Pothuluri y col, 1995). Recientemente se ha empleado la técnica de

la biorremediacion para tratar suelos contaminados con este tipo de moléculas
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(Hughes y col, 1897). Algunos ejemplos de estas moléculas se presentan en la

GG
o

figura 2.4.

Fenantreno Pireno
H,
QlaIe
Benzo(a)pireno Antraceno metilado

Figura 2.4. Estructura de moléculas de hidrocarburos poliaromaticos.

El fenantreno es uno de los PAHs mas abundantes, generaimente en suelos
contaminados se encuentra entre los cuatro PAHs mas abundantes, incluso en
suelos intemperizados (Weissenfels- y col, 1992; Blumer y col, 1977); esto puede
atribuirse a que se adsorbe rapidamente en ciertos tipos de suelos, o cual afecta su
disponibilidad para microorganismos, y algunos otros organismos propios de los
suelos (Tang y col, 1998). Es un hidrocarburo triciclico, no carcinégeno y su
metabolismo ha llamado mucho la atencién ya que aunque presenta el mismo tipo
de arreglo que otros PAHs como el benzo[alpireno, benzo[alantraceno y 3-
metilcolantreno, no es carcinégeno. El fenantreno resulta un excelente modelo de
estudio para el metabolismo de los microorganismos, aunque pocas especies son
capaces de oxidarlo (Cerniglia y col, 1992); ademas, su estudio resulta mas sencillo
en comparacion a otros PAHs debido a su solubilidad en agua (1.29 mg/l) con
respecto al antraceno (0.045 mg/l) y su caracteristico espectro en ultravioleta (con
un pico de méaxima absorcion entre 250 y 255 nm); por estas razones se ha tomado
como modelo de estudio en diversos trabajos sobre contaminacién y degradacion de
PAHs.
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Los PAHs son contaminantes ampliamente distribuidos en los suelos, con efectos
toxicos y carcindgenos bien documentados (Lawlor y col., 1997). La eliminacion
biolégica de los PAHs es lenta no sélo por su dificil biodegradacién, sino también
porque estos compuestos se adsorben con fuerza al suelo, ya sea en la materia

organica, o bien, en los nanoporos de la parte inorganica (Pignatello y Xing, 1996).

2.4. MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE FENANTRENO.
Las transformaciones microbianas se consideran los procesos mas importantes en la
biotransformacion y biodegradacién de compuestos xenobidticos en suelos
contaminados, incluyendo los PAHs. Esto se debe a que los microorganismos
mineralizan los compuestos de interés, es decir, los oxidan hasta CO,, y H.O
(Schwarzenbach y col, 1993).
La efectiva biorremocién de los PAHs presentes en los suelos esta fuertemente
influenciada por el contenido de humedad, la concentracién de PAHSs, condiciones
redox, toxicidad de sedimentos, temperatura, pH, aceptores de electrones, contenido
de materia organica del suelo, biodisponibilidad de nutrientes inorganicos y las
propiedades fisicoquimicas de los PAHSs, entre otros.
Para llevar a cabo la biorremediacion de sitios contaminados con petrdleo se ha
usado una amplia variedad de microorganismos. Se han estudiado diversos tipos de
bacterias y hongos, los hongos filamentosos han llamado la atencion debido a que
son abundantes en los suelos y se han sugerido como buenos candidatos para la
biorremediacion.
La figura 2.5. resume los pasos generales para la biotransformacion de PAHs por

tres grupos diferentes de microorganismos (Cerniglia y col, 1993):

1. Las bacterias atacan los anillos aromaticos utilizando enzimas dioxigenasas, esto
da lugar a la formacion de dihidrodioles favoreciéndose la ruptura de los anillos.

De este modo los PAHs pueden oxidarse hasta CO, y H,O facilmente.
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Los hongos ligninoliticos, es decir, aquéllos que atacan a la lignina erﬁpleando
enzimas ligninasas, peroxidasas y lacasas pueden también llegar a degradar los
PAHs hasta CO, y H,0.

Los hongos no ligninoliticos atacan inicialmente a los PAHs a través de
monooxigenasas, generaimente citocromo P-450, formando trans-dihidrodioles o

fenoles, a su vez los fenoles pueden formar algin compuesto conjugado.

O-Glucosido
O-Glucorénido

H
fenol O-Sulfato
/ no O-Xilésido
0

trans-dihidrodiol
H

) Hongos ligninolitico s ; Productos de la ruptura
HDO, ———PAH-quino » i
D, de los anillos

Ligninasas, peroxidasas, lacasas

H. acido ——p
ifaofeﬁ;;s - OHdhd " /Cis, Cis- COZ
. X, nNigrogenagas :
O/O*@e f% -digrogenaggs H mucorénico
% — \
s R OH semialdehido

R 2-hidroximucorénico
CATECOL

Figura 2.5. Pasos iniciales de la transformaciéon de PAHs por microorganismos.

2.4.1. BACTERIAS.

A partir de suelos contaminados se han aislado bacterias tanto Gram-positivas como

Gram-negativas capaces de degradar de PAHs. Se estima que el contenido de

bacterias degradadoras de PAHs en suelos contaminados asciende a una cuenta de
10°-10'° bacterias/g suelo (Tresicka-Mlynarz y Ward, 1995; Aitken y col, 1998).

Algunas especies degradadoras de PAHs aisladas de suelos son: Pseudomonas sp,

Rhodococcus sp. (Ko y Lebeault, 1997), Alcaligenes sp, Beijerinckia sp,

10



Revision Bibliogrdfica

Mycobacterium sp., Staphylococcus sp. y Arthrobacter sp (Cerniglia, 1993). Estas
cepas tienen la capacidad de degradar completamente o cometabolizar PAHs de
elevado peso molecular incluyendo al fenantreno.

La degradacion bacteriana de PAHs normalmente inicia con la actividad de enzimas
dioxigenasas las cuales atacan a uno de los anillos aromaticos transformandolo a
cis-dihidrodiol; también ha sido observada la formacidén de frans-dihidrodioles, esto
se ha atribuido a la accidbn de monooxigenasas. Una vez que los anillos aromaticos
se rompen se forman intermediarios del cicilo de Krebs que pueden ser
metabolizados.

Las bacterias con capacidad de degradaciéon de PAHs son capaces de atacar una
amplia variedad de PAHs. El metabolismo de PAHSs incluye crecimiento, oxidacion
parcial 0 mineralizaciobn en ausencia de crecimiento; se piensa que estas tres
actividades ocurren simultaneamente en ambientes naturales contaminados con este

tipo de moleculas (Aitken y col, 1998).

2.4.2. HONGOS FILAMENTOSOS.

E! papel ecolégico de los hongos saprofitos en la descomposicidn de polimeros
complejos como la lignina y la celulosa es bien conocido. Estos hongos habitan
naturalmente ambientes acuaticos, semiacuaticos y terrestres contaminados con
hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Debido a q&e la mayoria de los hongos crecen
mas lentamente que el comun de las bacterias, su uso en la biorremediacion se
habia despreciado inicialmente, es por eso que el conocimiento del metabolismo de
hongos es limitado. Sin embargo, en algunos ambientes las condiciones favorecen
mas el desarrollo de estos microorganismos, por ejemplo, en suelos Acidos (pH 4.0 —
5.0) los hongos son predominantes sobre las bacterias (Cerniglia y col, 1992).

A diferencia de las bacterias, los hongos no pueden usar PAHs como Unica fuente
de carbono y energia, ellos los transforman en forma cometabélica.

La figura 2.5. muestra que hay dos principales grupos de enzimas involucradas en el

ataque de PAHs por hongos: el citocromo P-450 monooxigenasa y la lignin

11
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peroxidasa (LiP), ambas enzimas son relativamente no-especificas para los PAHs
que metabolizan.

En los hongos no-ligninoliticos, el citocromo P-450 incorpora una molécula de
oxigeno en la molécula de PAHs formando un 6xido de areno el cual se isomeriza
espontaneamente a un fenol; finalmente, la molécula se puede conjugar con sulfato,
acido glucoroénico, glucosa o xilosa o bien, se hidrata dando lugar a la formacién de
dihidrodioles (ver Figura 2.5.). Se sabe que especies de Cunningamella elegans,
Aspergillus niger, Penicillium sp., entre otras, son capaces de biotransformar PAHs
por esta via. En el hongo Cunninghamella elegans se ha reportado la presencia de
enzimas epodxido hidrolasas, glutation-S-transferasa y UDP-glucoronosiltransferasa
que son capaces de atacar este tipo de compuestos (Wackett y Gibson, 1982).

Por otra parte, los hongos ligninoliticos, también llamados hongos de la pudricion
blanca, producen lignin peroxidasas y lacasas capaces de oxidar PAHs a través de
un ataque via radicales libres (Cerniglia, 1993). Las peroxidasas que producen son
extracelulares, lo que permite la degradacion de muchos compuestos que son poco
accesibles a causa de su insolubilidad o enlaces a los materiales del suelo, esto les
permite tolerar concentraciones altas de compuestos toxicos; ademas, no se
requiere una adaptacion al sustrato ya que las enzimas se sintetizan en respuesta al
agotamiento de fuente de carbono, nitrégeno o azufre, y la actividad enziméatica se
presenta aun cuando la concentracion del compuesto estad a niveles bajos que no
inducen la sintesis de enzimas comunes. Se ha demostrado que el sistema
enzimatico LiP y manganeso peroxidasa (MnP) se sintetiza en ausencia de lignina
cuando el hongo crece en forma miceliar asociada a un cultivo no agitado, al
agotarse la fuente de carbono, nitrdgeno o azufre, ocurre la transicion al
metabolismo secundario con la subsecuente producciéon de metabolitos secundarios
y del sistema ligninolitico (Faison y Kirk, 1985; Pease y Tien, 1992).

Algunos estudios han demostrado que este tipo de hongos son capaces de degradar
PAHs presentes en aceite de antraceno (un producto obtenido de la destilacion de

alquitran de carbdn) en donde existen alrededor de 22 PAHs los cuales desaparecen
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totalmente al cabo de 27 dias de incubacién en un medio limitado en nitrégeno
(Bumpus, 1989).

Se han realizado estudios encaminados a aislar y probar cepas de hongos de la
pudricion blanca que puedan biodegradar PAHs en forma mas eficiente
encontrandose que las mejores cepas son Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor y Bjerkandera adusta (Field y col, 1992). De estos microorganismos el
mas estudiado es Phanerochaete chrysosporium.

Las peroxidasas de Phanerochaete chrysosporium catalizan reacciones de oxidacion
que causan la despolimerizacién de la lignina, debido a que las reacciones no son
especificas ni estereo-selectivas esto mismo es extrapolable a la ocurre con otras
moléculas de dificil degradaciéon como DDT, TCDD, benzopireno y lindano; es por
esta razén que este hongo se propuso desde hace varios afos para sistemas de
biorremediacion (Bumpus y col, 1985).

Los hongos representan un grupo interesante de estudio con gran potencial en la
biotransformacion y biodegradacion de PAHs. Ademas tienen la enorme ventaja
sobre las bacterias de colonizar los suelos y distribuirse a través de la matriz para
degradar PAHs. Optimizar el potencial de biodegradaciéon de los hongos requiere
intensas investigaciones sobre las enzimas involucradas en el procesa asi como de

los mecanismos implicados.

2.5. ESTUDIOS DE BIODEGRADACION DE FENANTRENO EN CULTIVOS LIQUIDOS.
Debido a la complejidad de los suelos y a los problemas de transferencia de masa
inherentes a estos sistemas, la mayoria de los estudios encaminados a la
comprension del metabolismo de PAHs se han realizado en cultivos liquidos bien
controlados.
Los cultivos liquidos presentan la ventaja de tener menos barreras difusionales y son
mas simples y de composicion definida, ademas se pueden controlar mas facilmente

que los sistemas sélidos. Por esta razdn el estudio especifico de las rutas
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metabdlicas de los PAHSs, incluyendo al fenantreno, se han realizado en cultivos

liquidos y se sabe poco de los cultivos sélidos.

2.5.1. RUTAS METABOLICAS.

En tanto que el fenantreno representa un excelente modelo de estudio, se conocen
meticulosos trabajos acerca de las rutas metabdlicas de su biodegradacion.

En los uitimos 10 afios se han hecho esfuerzos por dilucidar la ruta de
biotransformacién de fenantreno por hongos filamentosos. Se ha encontrado que
dependiendo del medio de cultivo se producen y acumulan algunos compuestos
conjugados como glicésidos, glucorénidos y xildsidos (Wunder y col, 1994). En el
hongo Aspergillus niger, cuya presencia en suelos es comun, se ha detectado la
presencia de algunos alcoholes como 1-fenantrol, 2- fenantrol y fenantreno trans-
9,10 dihidrodiol (Casillas y col, 1996); y mas recientemente Sack y col, (1997)
encontraron 1-metoxifenantreno en el medio de cultivo lo cual resulté muy novedoso
pues este compuesto Unicamente habia sido reportado en cepas de Penicillium
frequentans y Phanerochaete chrysosporium.

Otro de los microorganismos mas estudiados es Phanerochaete chrysosporium.
Aunque las especies de Phanerochaete producen una gran variedad de enzimas
extracelulares e inespecificas, se ha reportado que el fenantreno no es sustrato de
la LiP debido a que su potencial de ionizacién es de 8.19 eV y esta enzima oxida
hidrocarburos poliaromaticos con potenciales de ionizacion por debajo de 7.54
(como el benzopireno y el pireno, cuyos potenciales de ionizacién son de 7.23 y 7.50
respectivamente) (Hammel y col, 1986). A pesar de esto, se ha observado que el
fenantreno es metabolizado en condiciones ligninoliticas a fenantreno-9,10-quinona
y luego a acido 2,2 -difenico (Hammel y col, 1992; Moen y Hammel; 1994); mientras
que en condiciones no ligninoliticas se obtiene trans-3,4- y trans-9,10-dihidrodioles,
3-, 4-, y 9-fenantrol y 9-fenantril-B-D-glucopiranésido (Sutherland y col, 1991). Esto
hace suponer que el hongo tiene multiples vias enzimaticas para el metabolismo del

fenantreno. La degradacién de fenantreno ocurre tanto en condiciones ligninoliticas
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(con limitacidon de nitrégeno) como no ligninoliticas (con exceso de nitrégeno) y se
mineraliza en ambos casos; en ninguno de los dos se detectd actividad LiP o MnP.
Estos resultados confirman que en P. chrysosporium la degradacién de fenantreno
no esta directamente asociada con la actividad ligninolitica del hongo ademas de
que se propone que las enzimas involucradas en la biotransformacién son
monooxigenasas y epbxido hidrolasas, asi que la presencia de fenantreno pudiera
inducir la actividad monooxigenasa (Dhawale y col, 1992).

La figura 2.6. muestra el esquema propuesto para la biotransformacion de

fenantreno por P. chrysosporium bajo condiciones no-ligninoliticas (Sutherland y col,

1991).
Fenantreno 4-Fenantrol
trans-3,4-dihidrodiol O
oo OOO *
H OH OH
e " /‘
000

10 9 V
O
Q 7 OH 3-Fenantrol
Q

N0 e
O] —— &)
p-D-glucopirandsido
9-Fenantrol
Fenantreno
9,10-epoxido ILO

Figura 2.6. Ruta metabdlica para la biotransformacién de fenantreno por P. chrysosporium.

Este esquema fue propuesto en base a la identificacidn de los intermediarios en
medio de cultivo. Aparentemente al inicio actua el citocromo P-450, el cual da origen

a la formacion del epdxido inestable en el medio acuoso quien rapidamente sufre un
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arreglo no enzimatico a los alcoholes correspondientes. Estos alcoholes son menos
toxicos o pueden ser sustituidos por una molécula de glucosa, formandose el 9-
fenantril B-D-glucopirandsido que también es menos toxico. No se encontrd
formacién de CO, o H,0.

Este esquema podria estar incompleto ya que algunos otros autores si reportan
mineralizacion del fenantreno. Sin embargo, hasta el momento es la ruta mas

completa reportada en la literatura.

2.5.2. BIOTRANSFORMACION COMETABOLICA DE FENANTRENO.
Ei cometabolismo ha sido definido como una transformacién biolégica de un
compuesto incapaz de permitir por si mismo la replicacion celular en presencia
obligada de un sustrato de crecimiento u otro compuesto transformable, esto
involucra reacciones de oxidacién, dehalogenacién, etc. (Dalton y Stirling, 1982).
Se ha postulado que los hongos no emplean PAHs como unica fuente de carbono y
energia, los cultivos deben ser suplementados con una fuente de carbono adicional
lo cual implica que el proceso de biotransformacién es cometabdlico (Cerniglia,
1997).
Recientemente se ha demostrado que la bacteria Mycobacterium S1, aislada de un
suelo contaminado y capaz de emplear nueve diferentes PAHs distintos como fuente
de carbono, cometaboliza fenantreno, dando Iugér a la acumulacién de fenantreno
trans-9,10-dihidrodiol, cuando se le cultivd en presencia de antraceno como fuente
de carbono y energia. Aparentemente enzimas diooxigenasas presentes en el
microorganismo atacan al antraceno y lo usan como fuente de carbono y energia,
mientras que el citocromo P450 ataca al fenantreno (Tongpim y Pickard, 1999).
El dihidrodiol que se acumula también ha sido identificado en hongos,
cianobacterias y actinomicetos. Es posible que este mecanismo sea general a varias
especies diferentes de microorganismo, lo cual podria traducirse en que este

proceso cometabdlico es la via mas frecuente de metabolizar al fenantreno.
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Reportes acerca de la biotransformacion del fenantreno por Phanerochaete
chrysosporium (Sutherland y col, 1991) y Aspergillus niger (Sack y col, 1997),
utilizan otras fuentes de carbono adicionadas en el medio de cuitivo como la glucosa
y la maltosa, esto se debe a que ninguno de los dos microorganismos puede usar al

fenantreno como unica fuente de carbono y energia; el proceso es cometabdlico.

2.6. FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO (FMS).

La FMS se refiere al tratamiento de un material humedo, no suspendido en el agua y
sin escurrimiento, que permite el desarrollo de un cultivo empleando uno o varios
microorganismaos que transforman los sustratos presentes. La FMS se distingue de
los cultivos sumergidos en que el crecimiento microbiano y la formacién de producto
ocurren sobre la superficie de un material sélido poroso (Mudgett, 1986).

En los sustratos sélidos porosos se observa una mezcla gas-liquido-sélido en la cuai
la fase acuosa esta intimamente asociada a la superficie sélida en varios estados de
sorcidn y se encuentra en contacto con una fase gaseosa continua con el gas
externo del ambiente_(Mudgett, 1986); estos sistemas son semejantes a los suelos
contaminados, donde la cantidad de agua libre en el sistema es limitada.

Trabajos recientes han sugerido que la FMS podria vencer la represién catabdlica y
la inhibicion por producto final y se inducen cambios en las caracteristicas de las
enzimas que se sintetizan (Shankaranand y col, 1992), en este sentido, esto podria
explicar el hecho de que bajo estas condiciones los microorganismos soportan
elevadas concentraciones de contaminantes.

La fermentacion en medio sélido ha sido usada en estudios fisiolégicos y en la
produccion de algunos metabolitos, por ejemplo, acido citrico usando como soporte
materiales naturales como bagazo de cafa (Lakshminarayana y col, 1975) y puré de
manzana (Hang y Woodams, 1987). Debido a su compleja composicién (contenido
de sales, azucares, etc.) los soportes de este tipo son desventajosos pues

influencian el crecimiento microbiano complicando los estudios basicos de FMS.
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En afios recientes se ha propuesto el uso de materiales inertes capaces de retener

agua y nutrientes como modelos mas simples de estudio.

2.7. UTILIZACION Y USO DE SOPORTES SOLIDOS MODELO.
La utilizacidn de soportes constituye un punto importante para lograr resultados
satisfactorios en una FMS, en general las particulas pequefias proveen una gran
area superficial para la transferencia de calor y el intercambio gaseoso.
En general los soporte sobre los cuales se desarrollan los microorganismos de

interés deben reunir las siguientes caracteristicas:

1. Ser inertes.
2. Ser porosos y con espacios libres disponibles.
3. Presentar resistencia mecanica para poder empacarse.

4. Capacidad de retencion de agua y nutrientes solubles.

En algunos casos se han usado soportes que ademas aportan nutrientes para el
desarrollo de los microorganismos, algunos ejemplos son. cascara de naranja
(Aravantinos-Zafiris y col, 1994), desechos de pifa (Tran y Mitchel, 1994), bagazo
de yuca (Soccol, 1996). En otras ocasiones se han buscado “soportes modelo” en
cuanto a forma y tamano que permitan el uso de medios de cultivo bien definidos,
algunos ejemplos son la amberlita (Auria y col, 1990) y la espuma de poliuretano
(Zhu y col, 1994).

En tanto que ia corteza terrestre esta constituida en un 75% de SiO,, y que las rocas
acidas contienen de 65 a 75% de silicio, una matriz porosa constituida por SiO,
puede ser una interesante opcidn para simular un suelo, su matriz microporosa
permite la retencidn del agua y el flujo de nutrientes. Debido a su naturaleza inocua
(Pope y col, 1997), se puede pensar que no interfiere con el metabolismo

microbiano.
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Un candidato interesante como soporte modelo para realizar estudios que

simplifique a los suelos, es la silice.

2.8. TECNOLOGIA SOL-GEL.

El uso de silice como modelo de estudio de un suelo ha sido explorado en algunosl
estudios de adsorcién y desorcion de contaminantes (Nam y Alexander, 1998; Selig
y col, 1999). Estos sistemas son una opcién interesante en la busqueda de nuevos
soportes para el crecimiento de microorganismos.

Una propuesta que aun no ha sido explorada es el empleo de la técnica “sol-gel’. La
quimica sol-gel se basa en reacciones inorganicas de polimerizacion; el proceso
inicia con la hidroxilacion de alcoxidos metalicos (M-OR, donde M es un metal y R

es un sustituyente alquilico) a través de la hidrdlisis de grupos alcoxi como sigue:
M-OR+ HO -—----—- > M-OH + ROH

Tan pronto como se generan los grupos hidroxi, ocurre la propagacion a través del
proceso de policondensaciéon. Dependiendo de las condiciones experimentales

ocurren dos cosas:

1) La formacion de puentes hidroxi mediante la eliminacién de moléculas de

solvente via olacion;

M-OH + M-OHX —--—-> M-OH-M + XOH

2) La formacion de puentes de oxigeno a través de la eliminacién de agua o

alcohol via oxolacion:

M-OH + M-OX -—----> M-O-M + XOH
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Estas tres reacciones (hidrolisis, oxolacion, olacién) estan involucradas en la
transformacién de alcdxidos metalicos precursores, en redes poliméricas de 6xidos
metalicos.

La hidrélisis y condensacion de alcoxidos de silicio [Si(OR),4] se ha estudiado mucho;
debido a las suaves condiciones de polimerizaciéon, el método ha sido usado
exitosamente desde 1990 en diferentes sistemas bioldégicos como encapsulaciéon de
proteinas (Braun y col, 1992; Ellerby, 1992), encapsulacion de células vivas (Livage
y col, 1994; Pope, 1995; Campostrini y col, 1996) e inmunoensayos (Livage, 1996).
En cuanto a la encapsulacion de proteinas, se ha trabajado con enzimas

observandose las siguientes ventajas:

1) Las enzimas se atrapan fisicamente, no hay enlaces covalentes lo cual evita que
se modifique su estructura y se previene la desnaturalizacion.

2) El tamano de poros puede ser controlado modificando las condiciones de
polimerizacion.

3) Las matrices sol-gel son estables al calor y a la fotodegradacion. Esto da
estabilidad a las enzimas encapsuladas.

4) Los materiales sol-gel pueden tomar una gran variedad de formas como vidrios

transparentes, microesferas, etc; lo cual da versatilidad al producto obtenido.

La encapsulacion de células vivas ha sido poco explorada; sin embargo, se han
reportado usos interesantes como la encapsulacién de células de Pseudomonas
capaces de biodegradar herbicidas (Campostrini y col, 1996).

En términos generales, se ha visto que las principales caracteristicas para

aplicaciones biolégicas son:

i) Preserva la bioactividad de estructuras organicas labiles dentro de su matriz

porosa.
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i) Permite la libre difusion del sustrato a la enzima o de nutrientes o de los
nutrientes a las células encapsuladas.
iii) Permite la eliminacion de los productos de desecho a través de su fina

estructura porosa.

Un campo que aun no ha sido explorado es el uso de estos materiales como soporte
para el crecimiento de microorganismos. En este trabajo se propone la utilizacién de
la tecnologia sol-gel para producir un soporte sélido con fenantreno, que permita la
colonizacién por hongos filamentosos (Peralta-Pérez y col, 2001), y eventuaimente

biotransformen fenantreno.
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3. JUSTIFICACION.

La biodegradacién de cualquier compuesto recalcitrante presente en suelos
contaminados resulta dificil de estudiar debido a la gran cantidad de variables
involucradas en el proceso y a los graves problemas de transferencia de masa e
interacciones que ahi se presentan (Luthy y col, 1997).

Como los ambientes naturales son complejos y con muchas interferencias, el uso de
soportes modelo constituye una uatit herramienta encaminada al estudio vy
comprension de estos fenémenos (Cornelissen y col, 1998). Dado que los suelos
estan constituidos de 75% de o&xidos de silicio (Cepeda, 1991), una buena
aproximacion a la naturaleza del suelo es la silice; existen algunos estudios con
silice que se han limitado a estudiar los fendmenos de sorcién y desorcién de
moléculas contaminantes (Nam y Alexander, 1998), dichos estudios no incluyen a
los microorganismos y su interaccién con los compuestos contaminantes.

Los conocimientos referidos a las Fermentaciones en Medio Sélido (FMS) pueden
ayudar a estudiar los procesas que ocurren en forma natural en estos sitios. El
proceso de polimerizacidén de SiO, junto con moléculas modelo de contaminante,
empleando la metodologia sol-gel es una alternativa para producir soportes que
permitan el crecimiento microbiano y la biodegradacién de moléculas contaminantes,
con la enorme ventaja de que se tiene dominio sobre el proceso de polimerizacion
pudiéndose controlar el tamafio de poros y la cantidad de contaminante atrapado en
la red polimérica. Esta idea aun no ha sido explorada, asi que inicialmente debera
comprobarse que los microorganismos de interés tengan las condiciones adecuadas
para su desarrollo y eventual capacidad de biotransformacion de contaminante.
Dado que estos geles pueden ser preparados en presencia de alguna otra molécula
para que quede atrapada dentro de la red polimérica (Livage, 1996); una propuesta
interesante es emplear fenantreno ya que es una molécula muy abundante tanto en
suelos intemperizados como contaminados recientemente ademas, su manejo y

cuantificacion son mas faciles en comparacion con otros PAHs.
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Los geles de SiO, se convierten en xerogeles quebradizos y sumamente porosos
después de perder humedad, este sistema podria ser capaz de adsorber agua y
nutrientes que permitan el desarrollo de microorganismos, resultando un buen
modelo para estudiar los mecanismos de la biodegradacion de fenantreno en suelos
donde predomina la fraccion mineral.

Los hongos son microorganismos muy interesantes debido a que crecen
predominantemente en suelos acidos y con poca cantidad de agua; ademas,
especies como el hongo ligninolitico Phanerochaete chrysosporium (Bumpus, 1989;
Barr y Aust, 1994; Reddy, 1995) y el no ligninolitico como Aspergillus niger (Kamath
y Vaidynathan, 1990; Sack y col, 1997) son capaces de degradar fenantreno y se
conoce mejor su metabolismo de degradacion.

Debido a que el metabolismo de degradacién de los hongos ha sido estudiado
preferentemente en sistemas liquidos, es importante realizar este tipo de estudios a
fin de comparar sus resultados con los obtenidos en sistemas sélidos.

El empleo de estos sistemas experimentales modelo podria generar informacion util
acerca del comportamiento de los hongos en este tipo de sistemas sugiriendo

respuestas a los fenomenos observados en la naturaleza.
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4. OBJETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener un xerogel de 6xido de silicio cuyas caracteristicas permitan su uso como
soporte sélido modelo para el crecimiento de hongos filamentosos degradadores de

fenantreno.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar un xerogel de SiO, polimerizado en presencia de fenantreno como

Y

impureza, capaz de retener agua y nutrientes.

"»/7

Evaluar el crecimiento de Phanerochaete chrysosporium A594 y Aspergillus niger
ATCC9642 sobre el xerogel obtenido. _

» Cuantificar |a biotransformacion de fenantreno en el xerogel de SiO..

> Evaluar la biotransformaciéon y la sorcibn de fenantreno por los dos hongos

filamentosos cultivados en medio liquido.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. REACTIVOS
Todos los reactivos utilizados durante este estudio fueron adquiridos en J.T. Baker,
a excepcion del fenantreno (Sigma) y el tetraetoxisilano (Aldrich).
Para la preparacion de los medios de cultivo se usé medio papa-dextrosa-agar,
extracto de levadura y extracto de maita de Bioxon.
La molécula modelo de PAHs fue el fenantreno (CisHi0). El fenantreno es un soélido
de cristales brillantes e incoloros cuyas principales caracteristicas fisicoquimicas se

presentan en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Propiedades fisicoquimicas del fenantreno.

Solubilidad en agua (25°C) 1.29 mg/l
Peso especifico 1.063
Punto de fusién 100.35 °C
Punto de ebullicion 340
Coeficiente de particion (octanol/H,O) 4.46
Limite maximo permitido en efluentes 0.028 mg/l
por la FDA

5.2. MICROORGANISMOS Y CONSERVACION DE CEPAS.

Se trabaj6é con dos cepas de hongos filamentosos: el basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium A594 (Universidad de Alcala de Henares, Espaia) y el deuteromiceto
Aspergillus niger ATCC9642. Se sabe que ambos hongos son biotransformadores de
compuestos xenobidticos.

Las esporas de ambas cepas se conservaban en viales con glicerol (30%). Las
esporas se propagaron en tubos con medio papa-dextrosa-agar (PDA) para después
almacenarse en refrigeracion a 4°C. Las esporas de los tubos se propagaron por
estria cruzada en placas de PDA y se incubaron a 35°C por 24 h, después de este

tiempo se observé la formacién de colonias bien definidas de las cuales se eligié
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una para ser nuevamente propagada en placas de PDA por estria cruzada. Esta
operacion de resiembra se realizé tres veces con la finalidad de asegurar cuitivos
axénicos de cada microorganismo; finalmente, de la colonia seleccionada las
esporas se propagaron en tubos inclinados incubandolos durante cinco dias a 35°C,
estos tubos de conservacibn se mantuvieron en refrigeracion y se usaron

normalmente para producir el indculo necesario para cada experimento.

5.3. COSECHA Y CONTEO DE ESPORAS.
Las esporas de los tubos de conservacién se cosecharon con una solucidon de
Tween 80 al 0.01%; 250 1l de cada cepa se sembraron en matraces Erlenmayer con
50 ml de PDA. Se incubaron durante cinco dias a 35°C, al final de los cuales se
observé una esporulacién muy abundante.
Las esporas de P. chrysosporium A5394 producidas en cinco matraces Erlenmayer se
cosecharon usando 50 mi de Tween 80 al 0.01%, mientras que en el caso de A.
niger ATCC9642 se cosecharon las esporas producidas en tres matraces
Erlenmayer con 50 mi de PDA.
Las esporas cosechadas se diluyeron con agua destilada, en relacion 1:10 para el
caso de P. chrysosporium A594 y 1:20 en el caso de A. niger. Las esporas se
observaron en un microscopio Zeiss con el objetivo de 40X, y se contaron 13
cuadros al azar. El promedio de las esporas por cuadro se transformé a
concentracion de esporas (esporas/ml), considerando que 25 cuadros contienen
1X10™ ml. De esta forma se obtuvieron conteos de 1X10° esporas/ml para ambos
microorganismos.
Las esporas se usaron para inocular los experimentos tanto de los cultivos sélidos

como liquidos.
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5.4. SINTESIS DEL XEROGEL DE SiO,.
Para la obtencion del xerogel de SiO, se empled6 tetraetoxisilano (TEOS) y H,O de

acuerdo a la siguiente reaccion global:
Si(OCH:CHa)4 + 2H,0 -—-—-----—-—---> SiO, + 4CH;CH,0OH

Una vez que inicia el proceso ocurre la transformacion del tetraetoxisilano en redes

poliméricas de SiO,, como las que se muestran a continuacion:
0] 0
Si A ~ e \s/ \Si/ ~7 O\Si - O\Si

Dichas redes poliméricas dan como resultado la formacién de estructuras porosas
qgue dependeran de las condiciones a las cuales se llevd a cabo la polimerizacion.
De la ecuacién se observa que por cada mol de TEOS reaccionan dos moles de
agua, por esta razon el agua debe estar en exceso. De este modo se eligieron las
relaciones molares de [TEOS:H,0] de [1:2], [1:6] y [1:10].

Ademas se sabe que dependiendo del pH del medio de reaccion se afectara la
estructura cristalina del sélido que se obtenga (Brinker y Scherer, 1990), se eligieron
diferentes pH's del medio de reaccién (3, 4.5y 10).

De este modo se prepararon varios xerogeles empleando diferentes relaciones
molares de tetraetoxisilano (TEOS) y agua, asi como pH inicial de acuerdo a la tabla
5.2.:
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Tabla 5.2. Relaciones molares empleadas para la polimerizacion del xerogel.

Experimento [TEOS/H,0}* pH
1 [1/2] 3
2 [1/2] 45
3 [1/2] 10
4 [1/6] 3
5 [1/6] 45
6 [1/6] 10
7 [1/10] 3
8 [1/10] 45
9 [1/10] 10

*Ademas, se prepararon otros xerogeles adicionando 250 ul de una solucién de fenantreno

(1000 ppm). Asi se obtuvieron xerogeles con y sin fenantreno como impureza.

La polimerizacion se llevé a cabo empleando cajas de petri calculandose.
producciones de xerogel de tres gramos por cada caja de petri. El procedimiento fue

el siguiente:

l. Se colocaron en un vaso de precipitados 6.12 ml de agua destilada, se
agité suavemente con ayuda de un agitador magnético.

il Se adicionaron 22.32 mi de tetraetoxisilano lentamente. Se agité la mezcla
durante 10 min.

. Se adicioné HCI 0.1N 6 NaOH 0.1N, segun fue el caso hasta alcanzar el
pH deseado.

IV.  Para las muestras con fenantreno, se les adicioné 750 ul de una solucién

3000 ppm de fenantreno en dimetilformamida.
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Una vez preparados, se colocaron en una estufa a 60°C durante 24 h, con la
finalidad de acelerar la reaccion y favorecer el proceso de envejecimiento. Al final
del proceso se obtuvo un bloque de xerogel color blanco.

Con la finalidad de eliminar todo el etanol que pudiera ser téxico para los
microorganismos que posteriormente serian cultivados empleando este soporte, los
blogues obtenidos de xerogel se colocaron en recipientes con agua en relacién 1:10
a 60°C durante 24 h. Pasado ese tiempo se secaron a 50°C por 24 h.

Los xerogeles asi obtenidos se maceraron con ayuda de un mortero a fin de obtener
fragmentos que pudieran tamizarse. Se conservé la fraccion de xerogel entre malla 8
y 30, dicha fraccion fue la que se empled para realizar los andlisis correspondientes

y los cultivos sélidos.

5.5. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL XEROGEL.
Para caracterizar fisicoquimicamente a los xerogeles elaborados, se realizaron las
siguientes pruebas por triplicado:
l. Cépacidad de retencidén de agua. Se pes6 aproximadamente un gramo

del xerogel, y se colocd en un papel filtro (puesto previamente a peso constante).
El xerogel con el papel se colocd en un embudo y se agregaron 10 ml de agua a
fin de humedecer todo el material, posteriormente se afadieron 10 ml mas de
agua. Se espero a que dejara de escurrir (aproximadamente 15 min) y se peso el
material humedecido. Finaimente se calcularon los gramos de agua que se
retuvieron.

L Porosidad y area superficial. Para los andlisis de area superficial y

tamafo promedio de poros se empled la técnica de adsorcion de N,, con un
equipo ASAP-2000 y a 77'K (Apéndice Ill). Para calcular el area superficial se
usé el metodo BET (Brunauer, Emmett y Teller) y para el caiculo de distribucion
de tamafo de poros se empled el método el método BJH (Barret, Joyner y

Halender).
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il Rendimiento _del gel. Se colocaron a peso constante las cajas petri

donde se llevd a cabo la polimerizacién; una vez preparados los geles, se
colocaron en las cajas previamente pesadas; al final de la reaccion se volvieron a

pesar.

5.6. CuLTIVO SOLIDO
Se realizaron dos tipos de ensayo empleando los xerogeles sin fenantreno y con
fenantreno.
En ambos casos se emplearon botellas serolégicas de 160 mi con 7.2 g base seca
del xerogel y se adicionaron 6 mi del medio de cultivo reportado por Sutherland y col

(1991) concentrado dos veces de acuerdo a la tabla 5.3.:

Tabla 5.3. Composicion del medio de cultivo utilizado para los cultivos solidos.

COMPUESTO CONCENTRACION [g/1]
Extracto de malta 40
Glucosa 40
Extracto de levadura 3.6
Tween 80 100 mg
Maltosa 48

El pH se ajusté a 5.5. Las botellas se taparon empleando tapones de hule y se
esterilizaron (15 min a 15 Ib/pg?).

Las botellas estériles de los cuitivas sin fenantreno se inocularon con la solucién de
esporas de los diferentes hongos en la campana de flujo laminar (17X10° esp/g
soporte). Las botellas se incubaron a 35°C y cada 24 6 48 horas se retiraban tres
botellas de cada microorganismo para realizar los analisis correspondientes.

Para los cultivos de xerogel con fenantreno se procedié de la misma forma, pero
después de la esterilizacion se afiadid 1 ml de soluciéon de fenantreno en hexano

(2.4 mg/ml) y después se dejd evaporar durante 8 h en la campana de flujo laminar.
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De esta forma se obtuvieron muestras de xerogel con fenantreno intimamente
asociado a la matriz del xerogel y otra parte mas biodisponible para los
microorganismos en forma analoga a lo que ocurre en un suelo contaminado.
Los xerogeles tuvieron una concentracion inicial de fenantreno de 250 mg de
fenantreno/kg de xerogel base seca (ppm). Estas botellas con xerogel se inocularon
con 17X10° esp/g soporte de cada uno de los hongos, se incubaron a 35°C y cada
24 6 48 horas se retiraban tres botellas de cada microorganismo para realizar los
analisis correspondientes.
225705

5.7. CuLTivo LiQuiDo

5.7.1. Medio de Cultivo.
Se empleé el medio de cultivo reportado por Sutherland y col (1991) que se describe
en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Composicién del medio de cultivo utilizado para los cultivos liquidos.

Compuesto Concentracion g/l
Extracto de malta 20
Glucosa 20
Extracto de levadura 1.8
Bacto- maltosa 2.4
Tween 80 50 mg

Se ajusto el pH a 5.5. Se prepararon matraces Erlenmayer de 250 mi con 50 mi de
medio de cultivo, rutinariamente los matraces fueron tapados empleando un tapén
de hule cubierto con papei aluminio a fin de evitar pérdidas de fenantreno (Apéndice
).

Por otro lado, se prepararon soluciones de 0, 6, 10 y 20 mg/mil de fenantreno en
dimetilformamida a fin de afiadir 125 ul de cada solucién a los matraces y ajustar al

final concentraciones de 0, 15, 25 y 50 ppm de fenantreno, segun se requirieran.
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Cada matraz fue inoculado con 1X10° esp/mi de Phanerochaete chrysosporium
A594 o Aspergillus niger ATCC9642, y se incubaron a 35°C y 125 rpm.

5.7.2. Estudio de sorcién y biotransformacién de fenantreno.
Los microorganismos se propagaron en medio liquido, sin adicionar fenantreno al
cultivo, después de tres dias la biomasa se filtr6 y lavdo con 50 ml de solucion
fisioldgica estéril en la campana de flujo laminar, la mitad de la biomasa producida
en los matraces se esterilizd (15 min a 15 Ib/pg®). Los nuevos matraces con 50 ml de
medio de cultivo fresco fueron resembrados con biomasa estéril o con biomasa
precultivada. Se adicioné 125 ul de solucion de fenantreno en dimetilformamida con
concentracion de 10 mg/ml (25 ppm de fenantreno en el medio). Los matraces se
cerraron empleando un tapén de hule cubierto con papel aluminio y se incubaron

nuevamente bajo las mismas condiciones.

5.7.3. Cinética de crecimiento y biotransformacion de fenantreno en medio

liquido.
El medio de cultivo fue repartido en 28 matraces Erlenmayer de 250 mi, cada matraz
con 50 mi de medio de cultivo. A cada uno se le adicionaron 125 ul de una solucion
de fenantreno en dimetilformamida con una concentracion de 10 mg/ml, para ajustar
al final una concentracion de 25 mg de fenantreno/l de medio de cultivo. Cada
matraz se inoculd con 1X10° esp/mi de cada microorganismo y se incubaron a 35°C
y 125 rpm. Cada 24 horas se retiraron cuatro matraces para realizar los analisis

correspondientes.
5.8. ANALISIS FisicoQuiMicos.

Los analisis fisicoquimicos que se realizaron en los diferentes cultivos fueron los

siguientes:
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5.8.1. pH. En los cultivos liquidos el pH se midi6 directamente empleando un
potenciometro Conductronic pH130. Para las muestras del cultivo sélido se pesé un
gramo del xerogel con el hongo (previamente homogeneizado, mediante agitacion
del contenido total de la botella serolégica) y se le adicionaron 10 ml de agua
destilada; se agité suavemente con ayuda de un agitador magnético durante 10 min
y se tomd la lectura de pH en el sobrenadante. El sobrenadante fue usado

posteriormente para la determinacién de azucares reductores.

5.8.2. Azicares reductores. Se determinaron mediante la técnica modificada
del &cido dinitrosalicilico (Miller, 1959).

E! reactivo de acido dinitrosalicilico (DNS) se prepar6 de la siguiente forma:

REACTIVO CONCENTRACION [g/l]
Acido 3,4 dinitrosalicilico 10
NaOH 10
Sulfito de sodio anhidro 0.5
Fenol 2

Iniciaimente se disolvié el NaOH y después el resto de los componentes. El reactivo
asi preparado se guardé en un frasco color ambar a temperatura ambiente.

En tubos de ensaye se colocaron por duplicado 100 ul de cada muestra y 100 pl de
reactivo DNS, se pusieron en un banio a ebullicibn durante cinco minutos, se
enfriaron con hielo y se adicionaron 800 ul mas de agua. Finaimente se leyd la
absorbancia a 575 nm.

Para calcular las concentraciones de azucares reductores en las muestras, la
absorbancia de éstas se extrapold a una curva patrén de glucosa elaborada en un

rango de O a 1 g/l que siempre se prepard con cada lote de muestras problemas.

5.8.3. Cuantificacion de biomasa en cuitivo liquido. La biomasa producida
en tres matraces de los cultivos liquidos se filtré empleando papel Whatman No. 41,

previamente puesto a peso constante y pesado, se lavo abundantemente con agua

33



Materiales y Métedos

destilada. Se dejo 24 h en una estufa a 60°C y se volvibé a pesar el papel mas la

biomasa, la diferencia se consideré como el peso de la biomasa producida.
5.8.4. Humedad. La humedad de las muestras de xerogel se calculdé pesando
1.5 g de xerogel y dejandolo secar en la estufa a 60°C, la pérdida de peso se

considerd como el contenido de humedad.

5.8.5. Extraccién de fenantreno. El fenantreno de los cultivos liquidos se

extrajo empleando acetato de etilo (1:5, v/v), el procedimiento fue el siguiente:

Para muestras solidas: las muestras de los cultivos sblidos fueron

homogeneizadas con ayuda de una espatula, se pesd por triplicado un gramo
del material homogeneizado para cada muestra y se colocd en tubos de ensayo,
se adicionaron 10 ml de acetato de etilo, se agitd vigorosamente durante tres

minutos y se empled el sobrenadante para la cuantificacion.

Para muestras liquidas: de cada matraz se tomé por triplicado un mi de medio de

cultivo y se colocd en tubos de ensayo con tapon de rosca, a cada tubo se le
adicionaron 5 mi de acetato de etilo, se agitdé vigorosamente durante tres

minutos y se uso la fase organica para la cuantificacion.

Para biomasa: la biomasa producida en cada matraz se filtr6 y lavd

abundantemente con solucién fisiologica, se transfirid a tubos de ensayo y se
adicionaron 20 ml de acetato de etilo, se agitd vigorosamente durante tres
minutos, se dejé en oscuridad 8 h y se volvid a agitar vigorosamente. El acetato

de etilo se empled para la cuantificacion.
Las muestras extraidas se filtraron con ayuda de una jeringa de vidrio a través de
una membrana de teflén de 0.45 um. Las muestras filtradas se colocaron en viales

de 2 ml para su posterior analisis en el HPLC.
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5.8.6. Deteccién de fenantreno por ultravioleta.
Cuando se requirié identificar en forma rapida al fenantreno y no existian
interferencias por otros compuestos, como fue el caso de la determinacion de las
pérdidas de fenantreno por factores abiéticos se realizd un barrido desde 200 hasta
400 nm empleando un espectrofotometro Shimadzu, UV-160A. El fenantreno mostré
un espectro con un pico de maxima absorbancia a 254 nm (Sutherland y col, 1991).
En este caso se elabord una curva patréon y se observo que el método es lineal

hasta las 9 ppm de fenantreno en acetato de etilo.
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Conc. Fenantreno en Acetato de Etilo [ppm]

Figura 5.1. Curva patrén tipica de fenantreno en acetato de etilo. Cuantificado por su

absorbancia a 254 nm en UV.

Para el caso de las muestras de xerogel con fenantreno, la identificacion del
fenantreno se realizé por reflectancia difusa empleando un espectrofotometro UV
para solidos (Varian, Cary E-5). Las muestras de xerogel copolimerizado con
fenantreno se molieron finamente con ayuda de un mortero de agata, se pesé
aproximadamente 0.02 g de muestra que se esparcié en un portamuestras para
sélidos procurando que la compactacion fuera igual a lo largo del portamuestras. Se
tomé la lectura en el pico de maxima absorcion se encontré a los 250 nm, es este
punto se tomo la lectura de absorcién y se construyé la curva patréon que se muestra

en la figura 2.
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Figura 5.2. Curva patron tipica de fenantreno en la matriz del xerogel. Cuantificado por

reflectancia difusa 250 nm en UV.

Este método permite conocer la cantidad de fenantreno real dentro de la matriz, sin
embargo sélo se detectan concentraciones superiores a las 50 ppm en la matriz de

xerogel.

5.8.7. Cuantificacion de Fenantreno por Cromatografia de Liquidos de

Alta Resolucién (HPLC).
Tanto en los cultivos sélidos como liquidos de P. chrysosporium ASS4 y A. niger
ATCC9642 se presentaron interferencias en el espectro UV caracteristico del
fenantreno debido a la produccién de metabolitos con absorcion a longitudes de
onda similares a las del fenantreno.
Por esta razén, el fenantreno residual en los cultivos liquidos y sélidos se cuantificd
empleando HPLC, con un equipo SP Thermo Separation Products (Automatizador
545 y Bomba ConstaMetric 3200).
Las condiciones fueron las siguientes:

Columna: ODS 18

Fase Mévil: Acetonitrilo-Agua (60-40; v/v)

Temperatura de la columna: 40°C
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Velocidad de Flujo: 1.5 ml/min

Detector EspectroMonitor 4100: Ultravioleta, a 254 nm.

El fenantreno tuvo un tiempo de retencién de 5.5 min (Apéndice I).

5.8.8. Balances de Fenantreno.
La biotransformacién del fenantreno para los cultivos liquidos se calculé con un

sencillo balance de materia, en base la siguiente la férmula:

FE entrada — FE sobrenadante + FE biomasa + FE biotransformado

Donde:

FE..rada- ES €l fenantreno remanente en los blancos sin inéculo.

FEobrenadante. ES €l fenantreno remanente en el sobrenadante de los matraces
inoculados.

FEpiomase- ES €l fenantreno sorbido en |la biomasa.

FE,ioranstormado- ES €l fenantreno biotransformado que se puede calcular por

diferencia despejandolo de la férmula propuesta.

Empleando este balance de materia pudo ser posible calcular el fenantreno

biotransformado por las cepas de hongos.

5.8.9. Tratamiento para la observaciéon de muestras al microscopio
electrénico.
Para las observaciones al microscopio electronico de las muestras colonizadas por

los microorganismos sobre el xerogel se realizd el siguiente procedimiento:

1. Las muestras frescas se colocaron durante 24 h en viales de 1 ml con una

solucion de glutaraldehido al 6% con la finalidad de estabilizar la actividad
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enzimatica, en buffer de fosfatos 0.02M y pH 7.2. Las muestras se lavaron varias
veces con buffer de fosfatos 0.02M y pH 7.2 con la finalidad de eliminar todo el

glutaraldehido.

. Las muestras fueron postfijadas con osmio a fin de que el osmio penetrara en los

tejidos y protegiera a las muestras del haz de electrones al que seran sometidas.
Para ello, una vez eliminado todo el glutaraldehido, a las muestras se les afadi6
una solucién acuosa de osmio (2%). Después de 2 horas, se elimind el osmio

iavando con el mismo buffer de fosfatos.

. Las muestras fijadas, se deshidrataron empleando aicohol etilico. Para ello se les

fue adicionando a las muestras alcohol al 30% dejandolas media hora y repitiendo

la operacidon después. Se continud con alcohol al 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y
finalmente al 100%.

Las muestras deshidratadas se colocaron en capsulas microporosas (Electron
Microscopy Science) y se desecaron al punto critico sustituyendo el alcohol por
CO;, en un equipo Tousimis, Mod. Samdri-780B (las condiciones fueron
temperatura de 36.1°C y presién de 1070 Ib/pg?).

Las muestras se montaron en los portaobjetos usando cinta de carbén. Se
recubrieron con oro (tres descargas de 40 mA/50 s cada una, bajo una atmdésfera
de argdn) en un metalizador de alto vacio (Bal-Tec SCD 050).

Finalmente, las muestras se analizaron en un microscopio electréhico de barrido
(JSM-500 LV), usando electrones secundarios, con un voltaje de aceleracion de 5

kV y una distancia promedio de trabajo entre 11 y 13 mm.
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6. CARACTERIZACION DEL XEROGEL DE SiO, COMO SOPORTE PARA EL CULTIVO
sOLIDO.

Los suelos tienen una importante fraccion mineral, uno de los compuestos mas
abundantes dentro de dicha fraccién mineral es la silice (75%).

En esta primera etapa se ensayaron varias condiciones para obtener xerogeles de
SiO, porosos, a fin de que pudieran adsorber nutrientes y permitir el desarrollo de los

hongos.

6.1. CONDICIONES DE OBTENCION DEL XEROGEL DE SIO.
La etapa inicial del estudio consistido en determinar las mejores condiciones para la
obtenciéon de un xerogel con caracteristicas que favorecieran el desarrollo de los
microorganismos seleccionados.
Se decidié preparar varios xerogeles empleando diferentes relaciones molares de
tetraetoxisilano (TEOS) y agua, asi como distintos pH’s iniciales a fin de evaluar su
maxima capacidad de retencién de agua, que influye en forma importante en el
desarrollo de los microorganismos, asi como también el rendimiento en la obtencién
del xerogel.
Debido a que el agua debe estar en exceso, se trabaj6é con tres diferentes relaciones
molares de [TEOS/H;0] que fueron [1/2], [1/6], y [1/10]); asi como tres pH extremos:
3, 4.5y 10 (Sanchez y Livage, 1990).
La figura 6.1. muestra los resultados de la capacidad de retencién de agua de los
xerogeles, como g de agua retenida/g de xerogel. En términos generales, las
relaciones molares mas altas (1:10) favorecen la obtencién de xerogeles con mayor
capacidad de retencion de agua (2.5-3.5 g agua/g material) lo cual resulta muy
favorable para el desarrollo de los microorganismos.
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Figura 6.1. Capacidad de retencién de agua en los xerogeles preparados con distintas
concentraciones molares de TEOS y agua, asi como distintos pH’s iniciales.
£ pH=3, BXj pH=4.5 KX pH=10

La figura 6.2. muestra los resultados del rendimiento del xerogel en cada una de las
diferentes condiciones ensayadas. En casi todos los casos se obtuvieron
rendimientos por debajo del 50%, excepto para la relacién molar 1/10 y pH=3, donde
el rendimiento fue alrededor del 75%. Estos bajds rendimientos pueden atribuirse a
una reaccion incompleta del TEOS con el agua a consecuencia de la heterogeneidad
en el medio de reaccion, dicha heterogeneidad se atribuye a la insolubilidad del
TEOS con el agua. Sin embargo, la tendencia general es que pH’s acidos favorecen
mejores rendimientos.
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Figura 6.2. Rendimiento del xerogel obtenido a diferentes valores de pH.
&1 pH=3, £ pH=4.5,FR pH=10

A partir de los resultados anteriores, se puede concluir que las mejores condiciones
para obtener un xerogel con buenas caracteristicas para el cultivo de
microorganismos son relacién molar [1/10] y pH = 3; con lo que se obtiene un
rendimiento promedio de 73.3% + 3.3% y una capacidad de retencién de agua de 3.5
+ 0.5 g de agua/g material; esta capacidad de retencidn de agua nos asegura que la
matriz polimérica de SiO, adsorbera agua y nutrientes indispensables para el
desarrolio de los microorganismos. La capacidad de retencidbn de agua es muy
elevada comparada con otros soportes modelo inertes, por ejemplo, para la amberlita
solo es de 0.59 g de agua/g amberlita (Auria y col, 1990).

Aunqgue aparentemente estos parametros indican que el xerogel podria favorecer el
desarrollo de los microorganismos, es importante determinar el tamarfo promedio de
poros, ya que de esto dependera si una molécula del tamaric del fenantreno (cuyo
diametro molecular es de 7.94 A) puede migrar a través del xerogel para llegar hasta
los microorganismaos.
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6.2. POROSIDAD Y AREA SUPERFICIAL DEL XEROGEL SIN FENANTRENO.

Se sintetizd6 un xerogel de acuerdo a las condiciones encontradas en el capitulo
anterior sin adicionar la molécula modelo (fenantreno) a fin de comparar los
resultados con un suelo limpio.

La figura 6.3. muestra la isoterma de adsorcion de gas N; para el xerogel sin
fenantreno. Se puede observar que es una isoterma Tipo IV (ver Apéndice lil), lo cual
indica que se trata de un sélido mesoporoso (los mesoporos tienen un tamano
promedio de poros entre 20 y 500 A, seglin Gregg y Sing, 1982), el tamario promedio
de los poros de este xerogel fue de 30A, con un &rea superficial de 759.3618.34

m?g.
400 -
350
300 -
250 -
200 -
150 -
100
50 ~

O T T 4 T T 1 T T 1 1

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Vol. adsorbido [cc/g STP]

Presion Relativa [p/po]
Figura 6.3. Isoterma de adsorcién de N, para un xerogel sin fenantreno.

El tamafio promedio de poros resulta muy pequeno; sin embargo, se puede pensar
que un sistema de este tipo no interferira con el desarrollo de los microorganismos ya
que permitira el libre paso de las moléculas de nutrientes desde el interior de la
matriz polimérica hasta el hongo.

Debido a que el tamano promedio de las esporas es de aproximadamente 10 pum*
(Dhawale y Kessler, 1993) y el ancho de las hifas es de 3 um* (Larralde-Corona y
col, 1997), la colonizacién del soporte serd superficial, aprovechandose las

ocasionales fracturas e imperfecciones del mismo (Peralta-Pérez y col, 2001).
* Nota: 1 um = 10° nm = 10°A
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Debido al area superficial que presenta este sistema, hay una gran cantidad de

microporos como puede observarse en la figura 6.4.
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0 22w e e B MRS
10 100 1000 10000
Diametro de poros (A)

Volumen de poros (cc/g)

Figura 6.4. Distribucion del tamario de poros en un xerogel sin fenantreno.

En este caso el volumen mayor de poros oscila entre 20 y 50 A, aunque también hay
poros de un tamafio mayor. Este tipo de sistemas pueden permitir el paso de
moléculas como el fenantreno (con didmetro promedio de 7.94 A).

Un sistema mas cercano a un suelo contaminado es un xerogel con fenantreno; asi

que se procedid a realizar el andlisis de este sistema.

6.3. POROSIDAD Y AREA SUPERFICIAL DEL XEROGEL CON FENANTRENO.

Debido a que un xerogel con fenantreno es un sistema modelo mas semejante a un
suelo, se procedid a preparar bajo las mismas condiciones un xerogel adicionando
una solucién de fenantreno en dimetilformamida.

La figura 6.5. muestra la isoterma de adsorcion obtenida para el xerogel con
fenantreno. Se puede observar que también es una isoterma de tipo IV, es un sdlido
mesoporoso cuyo tamafio promedio de poros fue de 89.64 A y con un area
superficial de 436.75+0.91 m?/g. En este caso, el tamafio promedio de poros fue tres

veces mayor al obtenido para un xerogel sin fenantreno.

43



Resultados y Discusién de Resultados

& 800 -
= 700 -
2 600 -
L. 500
o]
T 400 -
L0
5 300 -
5
[0 200"
7>5 100 -
0 RS T T T T T L] L ¥ 1

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Presién relativa [p/po]
Figura 6.5. Isoterma de adsorcién para un xerogel con fenantreno.

La presencia de una molécula contaminante, fenantreno en este caso, modifica la
estructura mesoporosa del sistema y su presencia favorecera la polimerizacion del
TEOS alrededor de las moléculas de fenantreno presentes en el medio de reaccion
haciendo que Ia red polimérica sea mas abierta.

Esto explicaria que en el xerogel preparado en presencia de fenantreno, el tamafio
promedio de poros es mayor comparado con el xerogel preparado sin fenantreno. La
distribucidon del tamafio de poros para el xerogel preparado con fenantreno se
muestra en la figura 6.6. Se observa que en este sistema el tamario de poros oscila
entre 200 y 600 A, los poros son diez veces méas grandes comparado con el xerogel
preparado sin fenantreno (donde la mayor cantidad de poros tenian un tamario entre
20y 50 A).
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Figura 6.6. Distribucion del tamarno de poros en un xerogel con fenantreno.

Se realizaron también isotermas de adsorcién tanto para una muestra de suelo

limpio, como para suelo intemperizado contaminado con hidrocarburos. Dicho suelo

es de tipo franco-arenoso proveniente de la zona de Veracruz, con contenido de
materia organica de 3.9% y pH de 3.88.

Las isotermas de adsorcién obtenidas de estos suelos permitieron comparar estos

sistemas reales con los xerogeles propuestos como modelo de estudio.

Como se aprecia en la figura 6.7., las isotermas de adsorcidn de los suelos

analizados son también de Tipo IV. En este caso el tamafio promedio de poros del

suelo limpio fue de 114 A y el del suelo contaminado fue de 305 A.
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Figura 6.7. Isoterma de adsorcién para suelos.
(-&-)Suelo limpio, (—-) Suelo contaminado

Debido a que tanto los suelos analizados como los xerogeles obtenidos por la
polimerizacion son sistemas mesoporosos con tamafio promedio de poros superior a
90 A y a que un suelo de tipo franco-arenoso con bajo contenido de materia
organica tiene Qn pH de 3.88 (el xerogel elegido fue preparado con un pH de 3), es
posible pensar que puede ser empleado como un modelo de estudio simplificado
para la comprension de los fenbmenos que ocurren en suelos contaminados.

La figura 6.8. muestra la distribucién del tamario de poros tanto de un suelo limpio
(figura 6.8.A.), como de un suelo contaminado (figura 6.8.B.). Se observa que las
curvas se modifican por la presencia de los hidrocarburos, sin embargo, la mayor
cantidad de poros tienen un tamario alrededor de 600 A. La distribucién de poros de
estos suelos son similares a los obtenidos en xerogeles con fenantreno, con esto
puede suponerse que en términos de distribucion de tamafios de poros y porosidad
promedio, los xerogeles obtenidos con fenantreno son similares a los suelos de tipo
franco-arenoso analizados.

46



Resultados y Discusion de Resultados

0.04 ] 0.06 -
S 0035 A B 05- 8
8 0031 %
72} 4
e 0.025 o 004
2 2
o 0027 e 003

he)
g 0.015 - S 0024
E 001 §_
S 0005 g 0014
0 ————TTrTTrr T T T T7TT™™m 0 — T ———r—— Ty —r—rrTrY
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Diametro de poros (A) Diametro de poros (A)

Figura 6.8. Distribucién del tamarto de poros.
A) Suelo limpio; B) Suelo contaminado con hidrocarburos.

La tabla 6.1. resume las caracteristicas de porosidad tanto de los xerogeles como de
los suelos analizados. Como ya se menciond, la polimerizacion llevada a cabo en
presencia de fenantreno favorece la formacidén de poros mas grandes, los xerogeles
asi obtenidos son similares a los suelos analizados en los cuales una gran cantidad
de poros se encuentra alrededor de los 600 A; es interesante notar que las gréficas
de distribucién de poros en suelos se modifican por la presencia de hidrocarburos y
los poros mas pequefos disminuyen en cuanto a cantidad debido a su obstruccion

por la presencia de hidrocarburos.

Tabla 6.1. Caracteristicas de porosidad de xerogeles y suelos.

Muestra Tamaiio promedio | Mayor cantidad de poros de acuerdo
de poros. a su grafica de distribucion.
Xerogel sin fenantreno 30A 20-50 A
Xerogel con fenantreno 89.64 A 200-600 A
Suelo limpio 114 A 300-600 A
Suelo contaminado 305 A 600 A

Dado que un suelo es un sistema sumamente complejo compuesto de

silicoaluminatos de sodio y de calcio principalmente, es dificil de estudiar y controlar.
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El empleo de la silice preparada en este estudio constituye un modelo simplificado de
dichos suelos resultando similares en cuanto a porosidad y capacidad de retencion
de agua. El método sol-gel es facil de controlar y permite obtener silices que semejen
mas a la realidad de un suelo.

En la figura 6.9. se muestra una microfotografia de un xerogel sintetizado en
presencia de fenantreno. No se observan poros grandes que permitieran la
colonizacién interna de los microorganismos; la superficie rugosa y la presencia de
una gran fractura en la estructura del xerogel pueden ser sitios que favorezcan el

desarrollo superficial de los hongos.

Figura 6.9. Xerogel de SiO, usado como soporte inerte {1000X).

Ya que el diametro promedio de la molécula de fenantreno es 7.94 A (Gregg y Sing,
1982), puede difundir libremente a través de la red polimérica del xerogel para ser
tomada por los microorganismos, que se desarrollen en la superficie.

Este resultado puede ser dtil para disefiar una metodologia de extraccion de
fenantreno ya que sera necesaria su cuantificacion confiable en los experimentos

posteriores.
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6.4. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL FENANTRENO.

Para la extraccion del fenantreno se empleé acetato de etilo como solvente
(Sutherland y col, 1991). Se realizaron extracciones sucesivas del xerogel con 250
ppm empleando una relacién [1g:10ml], el fenantreno extraido se cuantificé por
HPLC, los resultados se muestran en la figura 6.10. Se observa que en la primera
extraccion fue posible obtener todo el fenantreno del xerogel.
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Figura. 6.10. Extracciones sucesivas del xerogel con fenantreno usando acetato de etilo.

Con esto se concluye que es posible |la extraccion del fenantreno del xerogel usando
como soivente acetato de etilo; y solo es necesario realizar una extraccién con dicho
solvente para sacar todo el fenantreno.

Debido a que se pretendia trabajar con cultivos puros de una sola especie de hongo
filamentoso, es un requisito indispensable cuantificar las pérdidas de fenantreno a
consecuencia del proceso de esterilizacion. Como ya se ha demostrado (ver Anexo
i), la pérdida de fenantreno como consecuencia de la volatilidad constituye un
importante factor de pérdida que debe ser considerado. A las muestras obtenidas, se
les afiadié agua hasta alcanzar la humedad de trabajo (30%) y se esterilizaron,
después se volvié a analizar su espectro en UV empleando la técnica de reflectancia

difusa para analizar exactamente al fenantreno dentro de la matriz de SiO,. En la
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figura 6.11. se observa el espectro antes y después de la esterilizacion de la muestra

polimerizada en presencia de 250 ppm de fenantreno.
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Figura 6.11. Fenantreno extraido de un xerogel con 1500 ppm.

— Antes de ia esterilizacion, - Después de la esterilizacion.

El espectro muestra que no existe descomposicién del fenantreno por efecto del
calor, los espectros son iguales y unicamente se modifica la intensidad de absorcidn
como consecuencia obvia del cambio en la concentracion.

Se observé una importante pérdida de fenantreno (75% del fenantreno inicial),
pasando de 250 a 50 ppm en la matriz.

Debido a que en la esterilizacidn se pierde el 75% del fenantreno adicionado durante
la polimerizacidon y a que se necesitaba un sistema que representara las condiciones
reales que prevalecen en sitios contaminados donde usualmente se encuentran
presentes concentraciones de 250 ppm (Weissenfels y col, 1992), se adicioné
fenantreno previamente disuelto en hexano (un solvente altamente volatil) en
concentraciones tales que se completaran la concentracion deseada. La adicion se
realizé en la campana de flujo laminar y posteriormente se evaporé el solvente. Con
este procedimiento se obtuvieron 250 ppm iniciales de fenantreno, de donde 50
estan asociadas intimamente con el xerogel (permanecieron aun después del
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proceso de esterilizacion), y 200 ppm estan adicionadas en forma exdégena después
del proceso de esterilizacion. Los xerogeles con fenantreno que se empiearon en los
cultivos posteriores con los hongos filamentosos seleccionados, fueron preparados

con este procedimiento.
o 225705

6.5. CONCLUSIONES.

Es posible sintetizar xerogeles de SiO» con fenantreno, las condiciones que producen
los mejores resultados en cuanto a rendimiento y capacidad de retencion de agua
son una relacién molar 1:10y pH 3.

La presencia de fenantreno durante el proceso de polimerizacién favorecié la
obtencién de xerogeles con mayor tamafio promedio de poros (89 A) en comparacion
a los xerogeles preparados sin fenantreno (30 A).

Debido a que durante el proceso de esterilizaciéon se pierden el 75% del fenantreno
presente en el xerogel, se decidid completar 250 ppm disueltos en hexano mediante
una nueva adicion. Los xerogeles obtenidos de esta forma fueron empleados como:

soporte para el desarrollo de los hongos filamentosos.
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7. COLONIZACION DEL SOPORTE POR HONGOS FILAMENTOSOS.

Aunque la literatura reporta efectos contradictorios en cuanto al destino de los
compuestos organicos en la fraccién mineral de los suelos, lo cierto es que influye
notablemente en la biodisponibilidad de los compuestos contaminantes para las
poblaciones microbianas (Selig y col, 1999). Los xerogeles de SiO, podrian ser un
buen modelo simplificado de este tipo de sistemas, sin embargo inicialmente se

debera demostrar que los microorganismos pueden crecer sobre este soporte.

7.1. CINETICA DE CRECIMIENTO SOBRE EL SOPORTE SIN FENANTRENO.

En una primera etapa se trabajé con el xerogel de SiO; sin fenantreno a fin de
caracterizar el consumo de azucares, comportamiento de pH y de observar
cuidadosamente la morfologia de los hongos.

La humedad (% en base humeda) es un parametro importante que debe ser tomado
en cuenta cuando se realizan estudios en cultivos sélidos. La figura 7.1. muestra su
evolucion durante todo el tiempo de la fermentacidn, se observa que el valor para los
dos hongos permanece practicamente constante en 35% hasta el final de la

40
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Figura 7.1.Humedad del soporte sin fenantreno durante el crecimiento de los hongos.
(@) P. chrysosporium A594, (l) A. niger ATCC9642.

Estos valores de humedad son similares a los reportados para suelos (Cepeda,
1996), y permiten el desarrollo de los hongos desde las primeras 28h de cultivo,
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como lo revelaron las microfotografias que se muestran en la figura 7.2. donde se
puede observar el desarrolio de P. chrysosporium (A) y A. niger (B) a las 29 h de
cultivo. Se observa una gran cantidad de micelio joven con un grosor entre 3 y 2 um
y sin cuerpos fructiferos. Estas observaciones demuestran que el xerogel de SiO; es
un soporte adecuado que permite el crecimiento de los hongos filamentosos

ensayados.

Figura 7.2. Fotografias electronicas a ias 29 h de cultivo.
A. P. chrysosponium A594, 2000X, B. A. niger ATCC9642, 1700X.

La figura 7.3. muestra la evolucién del pH durante la fermentacion. Se observa que
después de 96h de cultivo el pH permanece préacticamente constante en el caso de
P. chrysosporium, mientras que para A. niger el pH disminuye ligeramente (alrededor
de 0.5 unidades de pH), este tipico comportamiento del pH en A. niger es
consecuencia del metabolismo microbiano. A. niger produce en forma caracteristica
acidos organicos, lo cual explica la disminucion inicial del pH (Atkinson y Mavituna,
1991). Al final del cultivo el pH vuelve a incrementarse, posiblemente como
consecuencia de lisis celular o al consumo de estos acidos en las etapas finales del
cultivo (Roehr y col, 1992). Hasta el momentoc no se tienen reportes de que P.
chrysosporium sea productor de acidos organicos, por lo cual no se esperan cambios

en el comportamiento del pH.
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Figura 7.3. Variacion del pH durante el cultivo sobre el xerogel de SiO- sin fenantreno.
(@) P. chrysosponium A594, () A. niger ATCC9642

La figura 7.4. muestra el consumo de azucares reductores por los dos hongos. Se

puede observar que en ambos casos el azucar comienza a consumirse rapidamente
(alrededor de las 24 horas de cultivo). Al final del cultivo A. niger consume el 91.6%

de los azucares reductores iniciales a una velocidad de consumo maxima de 0.075

'mg azucar/g soporte h la cual se present6 entre las 24 y las 96 h de cultivo; por otro

lado, P. chrysosporium en el mismo tiempo consume sblo el 77.6% a una velocidad

de consumo maxima de 0.042 mg azucar/g soporte h que se presentd entre las 24 y

las 144 h de cultivo. Estas diferencias pueden atribuirse a que ambos hongos se

desarrollan en forma diferente, es sabido que P. chrysosporium crece mas

lentamente que A. niger. (Olsvik y col, 1993, Dhawale y Kessler, 1993).

Azucares reductores
[mg/g mat. seca]
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Figura 7.4. Azucares reductores residuales en el soporte sin fenantreno.
(®) P. chrysosporium A594, (B) A. niger ATCC9642
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En cuanto al consumo total de azucares, estos resultados muestran ser
significativamente mejores a los reportados en trabajos previos (Hang y Woodams,
1987; Gutiérrez-Rojas y col, 1995), en donde se consume unicamente del 50 al 70%
de los azucares totales. Estos resultados confirman que el xerogel de SiO; es un
soporte adecuado para el crecimiento microbiano y aparentemente no inhibe el
consumo de azucares reductores del medio. Este novedoso soporte para el cultivo
de hongos en FMS no habia sido reportado anteriormente y constituye un interesante
soporte estructuralmente similar a un suelo que pudiera ser empleado como sistema
modelo.

En la figura 7.5. se muestran fotografias del microscopio electrénico del crecimiento
de P. chrysosporium a diferentes tiempos (A. 29 h, B. 146h); esta fotografia confirma
que el crecimiento tiene lugar en la superficie y fracturas del xerogel y que no hay

poros tan grandes en el xerogel para permitir la colonizacién interna de las hifas.

Figura 7.5. P. chrysosporium ATCC9642 crecido sobre xerogél de SiO,.
A. 29h de cultivo (1000X), B. 146 h de cultivo (1000X).

Por ofro lado, la figura 7.6. es un claro ejemplo del crecimiento del micelio en las
paredes internas del xerogel. La figura 7.6.B. es una vista de cerca de la figura 7.6 A.
Se observa que las hifas emergen de una fractura en el xerogel, es posible que este

tipo de fracturas favorezca el alojamiento de las esporas y por lo tanto su desarrollo;
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sin embargo, también provocan el desarrollo de cuerpos fructiferos deformados o
aplastados, ya que el hongo crece entre dos piezas de xerogel en donde el estrecho

espacio entre las piezas provoca que éstos micelios y cuerpos fructiferos se

aplasten.

igura 7.6. A. niger ATCC9642 crecido sobre xerogel de Siz, 2%h de cultivo.
A. 160X, B. 500X

En estas microfotografias resulta todavia mas evidente que el micelio aprovecha las
fracturas del xerogel para colonizarlas.

£En {a mayoria de las observaciones ai microscopio ias hifas tuvieron un grosor de 3
um, los esporangios que se muestran en la figura 7.6. tuvieron un diametro de 16
um. Estos tamanos tipicos de hifas para A. niger ya han sido previamente reportados
en cultivos superficiales con altas concentraciones de glucosa (Larralde-Corona y
col, 1997).

La figura 7.7. muestra la ultima etapa del cultivo, 240h de incubaciéon. En estas
fotografias electronicas se observa una gran cantidad de cuerpos fructiferos (7.7.A.)
y esporas (7.7.B.) ya liberadas. Resulta interesante ver el tamano de las esporas en
comparacion al xerogel, es claro que éstas se esparcen sobre la superficie del SiO, y
es probable que algunas queden atrapadas entre las imperfecciones del mismo, ahi

es donde comenzaran a desarrollarse.
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Figura 7.7. A. niger ATCC9642 crecido sobre xerogel de SiO;, 240h de cultivo.
A. 370X, B. 450X,

La figura 7.8. muestra el desarrollo de P. chrysbsporium en diferentes tiempos A. 28h
de cultivo, B. 146h de cultivo. En ambos casos se aprecia que el desarrollo del
microorganismo se lleva a cabo sobre la superficie del xerogel. En la figura 7.8.B. se
observa la presencia de un material que podria ser un exopolimero que recubre las
hifas por completo, y se sintetiza en las etapas tardias del crecimiento del hongo,
después de 146 h de cuitivo cuando ya no se observa consumo de azucares como

se puede observar en la figura 7 .4.

nete
radelutar

Figura 7.8. P. chrysosporium A594 crecido sobre un xerogel de SiO,.
A. 29 h de cultivo (500X). B. 146 h de cultivo (850X).
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En la figura 7.9. se muestra el desarrollo de las hifas de P. chrysosporium a las 240h
de cultivo. En la figura 7.9.A. se aprecia la presencia de algunos cuerpos fructiferos y
la evidente existencia del exopolimero, ademas de la fusidon aparente de algunas
hifas. La figura 7.9.B. muestra un campo con menor poblacion de hifas aunque la

presencia de algun posibie exopolimero sigue siendo evidente.

Figura 7.9. P. chrysosporium A594 crecido sobre xerogel de SiO,, 240h de cultivo.
A. 950X, B. 2500X.

En los ambientes naturales donde se desarrolla P. chrysosporium, la presencia del
exopolimero alrededor de las hifas tiene la funcidn de unirse covalentemente a las
paredes de la madera que es atacada por este tipo de hongos para iniciar su
despolimerizacion (Milstein y col, 1992), asi que el exopolimero juega un importante
papel en el transporte de las enzimas que despolimerizan la madera (Palmer y col,
1983, Ruel y Joseleau, 1991). La presencia de estas estructuras previamente
observadas en este tipo de hongos crecidos sobre su sustrato natural confirma que el
uso del xerogel de silice como soporte para el estudio de este tipo de
microorganismos permite emplear un medio de cultivo bien definido y la certeza de

que no interferira en las determinaciones analiticas.
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Estos resultados confirman que es posible el uso de xerogeles de SiO2> como
soportes para estudios fisiologicos y bioquimicos de hongos filamentosos. La
naturaleza inocua y la alta porosidad de estos geles permite el crecimiento de los
hongos ya que proporciona una suficiente capacidad de retencién de agua y difusién
de nutrientes.

Para comprobar esto, en la siguiente etapa se realizaron cinéticas con los mismos
hongos y bajo las mismas condiciones de cultivo pero en presencia de fenantreno.

7.2. CINETICA DE CRECIMIENTO SOBRE EL SOPORTE CON FENANTRENO.

Dado que los suelos contaminados presentan elevadas concentraciones de
fenantreno, se decidid trabajar con concentraciones iniciales de 250 ppm, que es o
reportado para algunos tipos de suelos (Weissenfels y col, 1992).

En esta etapa se evaluara si la presencia de fenantreno afecta al desarrolio de los
microorganismos asi como también si es susceptible o no a ser biotransformado.

Se trabaj6é con un xerogel con fenantreno (250 ppm iniciales) en botellas seroldgicas
bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Del mismo modo, se tomaron
muestras cada 24 4 48 h para realizar los analisis correspondientes. En la grafica
7.10. se observa la evolucion de la humedad durante la fermentacion; el
comportamiento para ambos microorganismos fue el mismo, permaneciendo
constante entre 25 y 30%, aunque la humedad es significativamente menor en este
caso comparado con las cinéticas en ausencia de fenantreno estos siguen siendo

muy similares a la humedad reportada generalmente en suelos (Cepeda, 1991).



Resultados y Discusion

40

35

304 “M

% Humedad
(base humeda)

25 - o
20 LI 1 i I I J 4 LI L 1
0 24 48 72 96 120144 168 192 216 240
Tiempo [h]

Figura 7.10. Humedad en el soporte con fenantreno.
(@) P. chrysosporium A594, (B) A. niger ATCC9642

Estos valores de humedad aparentemente no interfirieron con el desarrollo de los
microorganismos, ya que al analizar el comportamiento del pH en la figura 7.11. se
observa un comportamiento similar al caso en el que no hay fenantreno
copolimerizado con el xerogel. Para el caso de P. chrysosporium no existen cambios
significativos en el pH mientras que para A. niger se presenta una disminucion de
casi dos unidades de pH como consecuencia, probablemente, de la produccién de

acidos organicos, mientras que al final del cultivo el pH aumenta nuevamente casi al

valor inicial.

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tiempo {h]
Figura 7.11. pH en el soporte con fenantreno.

(@) P. chrysosporium A594, (B) A. niger ATCC9642
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Ambos hongos se encuentran creciendo a expensas de los azucares presentes en el
medio de cultivo. La figura 7.12. muestra el consumo de azucares reductores en
donde se observan tendencias muy similares al caso sin fenantreno (capitulo 7.1). P.
chrysosporium consume el 76.57% de los azucares reductores del medio de cultivo a
una velocidad de 0.046 mg/g soporte h, mientras que A. niger consume el 90.36% a
una velocidad de 0.106 mg/g soporte h. Comparando con los resultados previamente
obtenidos (capitulo 7.1.) se encontré6 que son practicamente iguales. Esto sugiere
que la presencia de fenantreno en el sistema no afecta al consumo de azucares,
ademas no se modifico Ia cinética de pH. Asi que, al menos en la concentracion de
250 ppm, no se presentan problemas de toxicidad que modifiquen en forma notable
la fisiologia de los hongos.
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Figura 7.12. Azacares reductores residuales en el soporte con fenantreno.
@®P. chrysosporium A594, BA. niger ATCC9642

En la figura 7.13. se muestra el fenantreno biotransformado por ambos hongos, los
valores que se presentan estan corregidos con respecto a un blanco sin indculo
(Anexo Il), para ello se colocaron botellas serolégicas con xerogel y medio de cuitivo
pero sin indculo y se incubaron bajo las mismas condiciones. Cada vez que se
retiraban muestras para realizar los analisis correspondientes, se tomaban botellas
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inoculadas y también de los controles abibticos de los cuales se analizaba la
cantidad de fenantreno perdido.

Los resultados muestran que el 25% del fenantreno se biotransforma después de
siete dias de cultivo y después no hay cambios significativos en el consumo; otros
autores han encontrado que en muestran no intemperizadas de suelos, las bacterias
presentes en la microflora natural pueden biotransformar entre 43 y 66% de
fenantreno en 55 dias mientras en muestras intemperizadas (200 dias) sblo se
biotransforma de 27 a 49% (Chung y Alexander, 1998).

260
240
220 -
200
180 -
160
140
120 -

Fenantreno en la matriz sélida
(mg/kg)

lwli T T T T L) ! Ll T L L

0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240
Tiempo (h)
Figura 7.13. Fenantreno biotransformado en el soporte sélido.
OF. chrysosporium A594, BA. niger ATCC9642

Los resultados muestran que la biotransformacién de fenantreno por las cepas de P.
chrysosporium y A. niger ocurrié lentamente y sélo se biotransformaron 50 ppm;
ademas la biotransformacion se inicié6 desde las primeras 96 h de cuitivo y adn
existian entre 30 y 40% de los azlicares reductores en el medio.

Resulta interesante que el comportamiento de los dos hongos probados, gque
morfoldgica y fisiolégicamente son muy distintos, sea similar y hace suponer que los
mecanismos que emplean para la biotransformaciéon de fenantreno sean los mismos.
Cabe recordar que Hammel y col (1986) demostraron que la lignin peroxidasa no
esta involucrada en la biotransformaciéon del fenantreno, mas recientemente se ha
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atribuido al citocromo P-450 la biotransformacion de este compuesto (Bezalel y col,
1996).

En la figura 7:14. se muestran microfotografias del micelio de P. chrysosporium y A.
niger en las primeras 29 h de cultivo. Los campos aqui presentados muestran
claramente que la colonizacién del xerogel por el micelio es superficial, lo cual
confirma las observaciones realizadas en las experiencias anteriores en donde no
habia fenantreno en el medio de cultivo. Ei micelio presentd un grosorde 2 a 3 umy

no se observan diferencias con respecto a los cultivos sin fenantreno.

e Micelion -

Figura 7.14. Fotografias electrénicas a las 29 h de cultivo.
A. P. chrysosponium A594, 2000X, B. A. niger ATCC9642, 1000X.

La figura 7.15. A. y B. muestra diferentes campos del cultivo de A. niger sobre un
xerogel de SiO; a las 46h de cultivo, en ambos casos se observa el crecimiento
sobre la superficie del xerogel. Aqui también es claro que la colonizacion ocurre
aprovechandose las imperfecciones del xerogel.
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Figra 7.1. Asperglllvs niger ATCC9642 crecido sobre un xeogel de SiO,.

A. 146 h de cultivo (1500X), B. 146h (750X)

En la figura 7.16. A. y B. se muestran imagenes de A. niger en las ultimas horas de
cultivo. Al igual que en los cultivos sin fenantreno, la abundancia de cuerpos
fructiferos y esporas es evidente, la presencia de fenantrenc nc alterd ni la

morfologia de los cuerpos fructiferos ni el tiempo que tardaron en aparecer.

Figura 7.16. Aspergillus niger ATCC9642 crecido sbre un xerogel de SiO,.
A. 240 h de cultivo (850X), B. 240 h (100X)

Finalmente, la figura 7.17. A. y B. muestra imagenes de P. chrysosporium A594 a las

146h de cultivo. Se puede apreciar en ambas imagenes que el crecimiento es
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abundante y completamente superficial. En algunas partes se notan algunas hifas
fusionadas y la presencia de un aparente exopolimero no es tan evidente como en el
cultivo anterior, esto podria deberse a que el fenantreno podria ser usado como
sustrato y las condiciones aun no son tan criticas como para desencadenar la
sintesis de enzimas dei metaboiismo secundario para la busqueda de nuevos
nutrientes.

También se observan también algunos cuerpos fructiferos. Para este caso tampoco
se observan cambios significativos de morfologia, el grosor de las hifas sigue siendo

de 2-3 um como en el cultivo anterior.

Figura 7.17. Phanerochaete chrysosponium A594 crecido sobre un xerogel de SiO;.
A. 146 h de cuitivo (110X), B. 146h (370X)

De estas observaciones se puede concluir que no existen diferencias aparentes en la
fisiologia y morfologia de A. niger ATCC9642 y P. chrysosporium A594 cultivandolos
en presencia y en ausencia de fenantreno sobre un xerogel de SiO,. No se presentan
modificaciones importantes en cuanto al comportamiento del pH, consumo de

azucares o morfologia al microscopio electronico.
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7.3. Conclusiones.

Es posible el desarrollo de hongos filamentosos sobre un xerogel de SiO;
previamente polimerizado, la colonizacion se lleva a cabo superficiaimente y se
aprovechan las imperfecciones y ocasionales fracturas del xerogel para la
colonizacion.

El fenantreno no interfiridé con los perfiles de evolucidn del pH ni con el consumo de
azucares (se consumid entre 75 y 90% de los azucares iniciales totales), sugiriendo
que los xerogeles de SiO; pueden ser empleados como sistemas modelos limpios y
faciles de manejar.

Se observé la presencia de un posible exopolimero producido por P. chrysosporium
en las etapas finales del cultivo, lo cual podria estar relacionado con la sintesis y
transporte de enzimas extracelulares. Estas observaciones demuestran que el
xerogel de SiO; no interfiere con el desarrollo de los hongos ni con el transporte de

metabolitos.
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8. ESTUDIOS EN MEDIO LIQUIDO.

Los estudios en medios liquidos han sido usados en muchas investigaciones para
evaluar el potencial de una cepa microbiana para biodegradar PAHs. Debido a que la
heterogeneidad de los sistemas sélidos y a los problemas de transferencia que en
ellos se presentan, es importante caracterizar a las cepas de hongos filamentosos
empleadas en este estudio cultivandolas en medios liquidos. De este modo, se
evalud la biotransformacion de fenantreno por P. chrysosporium A594 y A. niger
ATCC9642 en cultivos liquidos, utilizando un medio rico en nutrientes (Sutherland y
col, 1991) y cuatro concentraciones de fenantreno (0, 15, 25 y 50 ppm).
Posteriormente se determiné la capacidad de los microorganismos para sorber este
compuesto en su micel'io, y finaimente se realizaron cinéticas de sorcién y

biotransformacion de fenantreno.

8.1. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE TRANSFORMACION DE FENANTRENO POR P.
chrysosporium A594 Y A. niger ATCC9642.
inicialmente se evalud la capacidad de las cepas de hongos empleadas en este
trabajo (P. chrysosporium A594 y A. niger ATCC9642) para biotransformar
fenantreno en cultivos liquidos con el medio de cultivo reportado por Sutherland y coi
(1991), con cuatro concentraciones iniciales de fenantreno: 0, 15, 25 y 50 ppm.
En figura 8.1. se observa el valor de pH para los hongos al final del cultivo. En este
caso, también se monitored un control sin indéculo a fin de evaluar los cambios
abidticos del sistema; con respecto al control, P. chrysosporium no modifico
notablemente el pH del medio de cultivo; en contraste, A. niger disminuyé el pH del
medio en casi una unidad. Como es bien conocido, A. niger produce &acidos
organicos lo cual explica la disminucidén de pH (Atkinson and Mavituna, 1991); P.
chrysosporium no produce acidos organicos por lo que no se presenta ninguna
modificacion en el pH durante el transcurso del cuitivo.
En ninguno de los dos casos existen diferencias entre los valores de pH encontrados

para cada concentracion inicial de fenantreno. Este comportamiento tipico para
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ambos hongos indica que estan desarrollandose sin problemas en el medio de cultivo
y aparentemente no existen diferencias provocadas por la concentracion inicial de

fenantreno.

®7

5

15 ppm 25 ppm 50 ppm
Concentracién inicial de fenantreno

Figura 8.1. Cambio en el pH después de siete dias de incubacion. ... pH inicial
() Control sin inoculo, (RY ) P. chrysosporium A594, ([I) A. niger ATCC9842.

La figura 8.2. muestra la produccién de biomasa después de siete dias de cuitivo
para los dos microorganismos en las diferentes concentraciones iniciales de
fenantreno. En todos los casos se observa que la produccion de biomasa de P.
chrysosporium fue casi la mitad de la producida por A. niger; este resultado no es
sorprendente ya que éste Ultimo es un hongo de rapido crecimiento en comparacion
con P. chrysosporium.

La biomasa producida por cada especie de hongo con distintas concentraciones
iniciales de fenantreno es practicamente la misma (P. chrysosporium A594 produjo
siempre alrededor de 2 g/l, mientras que A. niger ATCC9642 produjo 8 g/l). Esto
puede atribuirse a que las concentraciones iniciales de fenantreno usadas en este
estudio no provocan inhibicion en el crecimiento de los hongos, no hay efectos
todxicos a las concentraciones empleadas. Dado que la concentracion inicial de
fenantreho oscilé entre 0 y 50 ppm, tampoco se presentd un incremento significativo
en la produccién de biomasa ya que la cantidad de carbono aportado por el
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fenantreno es significativamente menor en comparacién a la de los azucares

presentes en el medio de cultivo.
12
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Concentracion inicial de fenantreno

Figura 8.2. Biomasa producida después de siete dias de cultivo.
(RN) P. chrysosporium A594, ([[]]) A. niger ATCCO9642.

En todos los casos se inici6 con una elevada concentracion de azucar (30 g/l de-
azucares reductores). Después de siete dias, P. chrysosporium consumio
aproximadamente 30% de los azucares mientras que A. niger consumio el 44%. En
todas las concentraciones iniciales de fenantreno el consumo de azucares fue
similar; estos resultados sostienen la afirmacién de que bajo las condiciones
trabajadas no se presenta inhibiciébn del metabolismo y crecimiento de los hongos
usados en este estudio.

Reportes previos de Barclay, y col. en 1995, demostraron que no existian efectos
toxicos del fenantreno en concentraciones 83 veces menores a las trabajadas en
este estudio; resulta interesante que las elevadas concentraciones empleadas en el
presente trabajo tampoco sean toxicas.

En la figura 8.3. se muestra el consumo de fenantreno con respecto al control y al
tiempo cero por los dos microorganismos. Se observa que ambos hongos
biotransforman fenantreno, el consumo de fenantreno aparentemente depende de la

concentracion inicial del mismo. P. chrysosporium en todos los casos consumié mas

69



Resultados y Discusion

del 50% del fenantreno inicial, mientras que A. niger consumié el fenantreno en su
totalidad en el caso de 15 y 25 ppm, mientras que para 50 ppm consumio alrededor
del S0%.
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Figura 8.3. Fenantreno residual en el medio de cultivo después de siete dias de incubacion.

([=]) T=0h. ( []) Controt sin inéculo, () P. chrysosporium A594, ([ A niger
ATCC9642.

Estos resultados demuestran que las dos cepas son capaces de biotransformar
fenantreno en concentraciones de entre 15 y 50 ppm en medio liquido, dichas
concentraciones no son tdxicas para los hongos.

La bibliografia reporta que los hongos pueden sorber compuestos en su micelio,
debido a la posibilidad de estar sobreestimando la cantidad de fenantreno
biotransformado por los hongos usados en este estudio, se decidi® evaluar el

fendmeno de sorcion de fenantreno en el micelio.
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8.2. EVALUACION DE LA SORCION DE FENANTRENO EN LA BIOMASA.
Se ha reportado que el fendmeno de sorcién de PAHs juega un papel importante en
la desaparicidn y/o remociéon de estos compuestos a partir de la fase acuosa, pero
existen pocos trabajos enfocados al estudio de este fendmeno. Barclay y col (1995)
encontraron que P. chrysosporium es capaz de sorber el 40% del fenantreno inicial
después de seis dias de cultivo. Por otro lado, Sack y col en 1997 reportaron el
mismo fendmeno de sorcién en A. niger, obteniendo que después de cultivarlo
durante 63 dias en presencia de fenantreno el 33.9% se detectd asociado al micelio.
Debido a estos antecedentes, resulta muy importante evaluar si bajo las condiciones
trabajadas el fenantrenc es realmente biotransformado o unicamente se sorbe en la
biomasa, por lo que se decidid comparar la sorcion de fenantreno en biomasa activa
y biomasa previamente inactivada por esterilizacidn.
La figura 8.4. muestra la produccién de biomasa para los dos hongos utilizados; se
observa que siguen la misma tendencia. El nivel de in6culo inicial no es el mismo
para P. chrysosporium y A. niger debido a que se trabajé con la biomasa total crecida
en cada matraz después de tres dias de incubacion, esto para garantizar que la edad
del indculo fuera igual para cada microorganismo. Como ya se habia demostrado, A.
niger ATCC9642 crece mas rapido que P. chrysosporium A594, por lo tanto tenemos
en cada matraz diferentes producciones de biomasa dependiendo del hongo.
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Figura 8.4. Produccidn de biomasa después de siete dias de cultivo, In6culo inicial.
' -
( & ) P. chrysosporium A594, ([ﬂ]] ) A. niger ATCC9642.
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En la biomasa sin esterilizar, la concentracién de biomasa aumentd cinco veces en
comparacion al indculo inicial y la cantidad final fue similar a la obtenida
anteriormente (Seccion 8.1.); obviamente debido a que el calor inactiva las funciones
celulares, cuando la biomasa se esterilizd no se presentd ningun incremento en la
concentracion de biomasa con respecto al indculo inicial.

En cuanto al comportamiento del pH, la figura 8.5. muestra el valor del pH en el
medio de cultivo después de siete dias de incubaciébn. No se presentaron
modificaciones con respecto al tiempo inicial cuando la biomasa fue esterilizada,
mientras que cuando al hongo se le permitié seguir desarrolldndose, se observa una

ligera acidificacién del medio de cultivo.
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Figura 8.5. pH después de siete dias de cultivo.

( ) P. chrysospornium A594, ( Im] )} A. niger ATCCQ642.
N

Los resultados del analisis de azucares reductores mostraron que en la biomasa
activa P. chrysosporium A594 consumid en todos los casos el 30% de los azucares
reductores mientras que A. niger ATCC9642 al final del cultivo consumié alrededor
del 44%. Estos resultados indican que los microorganismos puede desarrollarse
normalmente en el medio de cultivo empleado.

La figura 8.6.A muestra el fenantreno residual en el medio del cultivo después de
siete dias de incubacion. Tanto la biomasa activa como la esterilizada de los dos
hongos, favorecié una disminuciéon de la concentracion del fenantreno comparando
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con un al blanco sin inéculo. Dado que en la biomasa esterilizada estan inhibidas
todas las funciones fisioldgicas del hongo (Barclay y col, 1995), podemos atribuir
dicha desaparicién de fenantreno al fenémeno de sorcion. En el caso de A. niger
ATCC9642 la desaparicion de fenantreno del medio de cultivo fue mayor que en P.
chrysosporium A594, tal como ya se habia observado anteriormente; esto puede

atribuirse a una mayor cantidad de biomasa.
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Figura 8.6. Fenantreno en el sobrenadante (A) y sorbido en la biomasa (B).
(J) P. chrysosporium A594, ([T[]] ) A- niger ATCC9642.

En la figura 8.6.B se observa el fenantreno sorbido por unidad de biomasa, estos
valores fueron obtenidos cuantificando la cantidad de fenantreno sorbido en la
biomasa de cada hongo (previa extraccién con acetato de etilo). En los dos casos la
tendencia es la misma, las biomasas esterilizadas de P. chrysosporium y A. niger son
capaces de sorber una gran cantidad de fenantreno (4.5 mg/lg vy 1.3 mgl/g
respectivamente). Estos datos son similares a lo reportado por Dhawale y col. (1991)
en donde, usando los resultados de biomasa y desaparicion biologica de fenantreno
por cepas de P. chrysosporium (50 ppm iniciales de fenantreno), puede calcularse
una desaparicion de 6 a 8 mg/g biomasa dependiendo de la cepa que emplean.

Por otra parte, la concentracion del fenantreno en la biomasa activa es
significativamente inferior comparada con io obtenido en la biomasa inactivada por
esterilizacién (0.83 mg/g y 0.15 mg/g para P. chrysosporium A594 y A. niger
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225799

ATCC9642 respectivamente), esto hace suponer gue el fenantreno es sorbido por la
biomasa e=*éril, y sélo cuando esta activa dicho compuesto se biotransforma.

Para calcular el fenantreno biotransformado se realizé un balance por matraz a partir
de la siguiente ecuacién general de balance (ver Capitulo 5.8.8.) :

FE entrada = FE sobrenadante T FE piomasa t FE biotransformado

De la ecuacién el unico término desconocido es FEpitransformado ¥ S€ Obtuvo
despejandolo de la ecuacion.

Asi, en la Tabla 8.2. se muestra el balance de fenantreno para P. chrysosporium
A594. Se observa que alrededor del 10% del fenantreno inicial se recuperd en la
biomasa, esto concuerda con la literatura que reporta para condiciones no
ligninoliticas y usando el medio de cultivo descrito por Tien y Kirk (1988) con una
concentracion inicial de fenantreno de 50 ppm, entre el 8 y 13% del fenantreno se
encontrd asociado al micelio, mientras que Barclay y col (1995) encontraron
concentraciones superiores de fenantreno asociado al micelio de este tipo de hongos
(alrededor de 40%, empleando concentraciones iniciales de fenanteno inferiores a
1.2 ppm). Por otro lado, en presencia de biomasa viva, unicamente entre 27.47% y
29.84% del fenantreno es biotransformado por este hongo.

Tabla 8.2. Balance de fenantreno por matraz para P. chrysosponium A594.

Biomasa Viva Biomasa (autoclave)
mg/matraz % mg/matraz %
Sobrenadante 0.4310.05 | 27.4713.4 | 0.924+0.05 | 58.2413.06
Biomasa 0.077 4.8710.03 0.155 9.81
Biotransformado* 1.07 67.55 0.50 31.84
Entrada 1.58+0.28 100 1.58+0.28 100

*Obtenido por diferencia mediante el balance.
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La tabla 83. resume los resuitados del balance de fenantreno para A. niger
ATCC9642. En todos los casos, mas del 60% del fenantreno desaparecié del
sobrenadante y se sorbié y/o biotransformé.

La biomasa esterilizada sorbi6 una gran cantidad del fenantreno (48.3%) que
representa cinco veces mas que lo sorbido por la biomasa de P. chrysosporium
A594. Sack y col (1997) encontraron que la biomasa de una cepa de A. niger
después de 63 dias de cultivo tenia sorbido el 33.9% del fenantreno inicial. Aunque
su estudio en cuanto al balance de fenantreno no es muy especifico (sélo cuantifican
radiactividad en las diferentes fracciones sin distinguir a todos los metabolitos
producidos) conduce a pensar que el menor porcentaje de fenantreno asociado a la
biomasa comparado con este estudio se puede atribuir al tiempo de cuitivo y a que
éste pudo haber sido biotransformado por la cepa que se utilizd.

Tabla 8.3. Balance de fenantreno por matraz para A. niger ATCC9642.

Biomasa Viva Biomasa (autoclave)
mg/matraz % mg/matraz %
Sobrenadante 0 0 0.59 37.7
Biomasa 0.04+0.02 | 2.8+1.1 | 0.76+£0.11 | 48.316.7
Biotransformado* 1.47 93.3 0.16 10.2
Entrada 1.58+0.28 |96.1+17.9| 1.58+0.28 | 96.1+17.9

*Obtenido mediante el Balance.

En la figura 8.7. se muestra el fenantreno biotransformado por unidad de biomasa.
Se observa claramente que P. chrysosporium A594 es capaz de biotransfomar cinco
veces mas FE por unidad de biomasa que A. niger ATCC9642; es decir, aunque la
biomasa crece mas lentamente, aparentemente, resulta mas eficiente en la
biotransformacion del fenantreno. Esto podria atribuirse a que los sistemas
enzimaticos producidos por estos microorganismos se expresan en forma diferente o
bien, en tiempos distintos; asi que el resultado global que se observa después de

siete dias es significativamente distinto para cada microorganismo.
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Figura 8.7. Fenantreno biotransformado por la biomasa.

( ) P. chrysosporium A594, ( [l]]]) A. niger ATCC9642.

Estos resultados demuestran que aunque hay una cierta cantidad de fenantreno
sorbido en la biomasa, una parte importante (mas del 50%) es biotransformado por
los dos hongos. Ambos microorganismos son efectivos en la biotransformaciéon de
fenantreno, A. niger ATCC9642 llega a desaparecer el 100% del FE presente en el
sobrenadante a'l final del cultivo debido a que produce una gran cantidad de biomasa.
Existe mas fenantreno asociado al micelio esterilizado que al micelio vivo, tanto en el
caso de A. niger camo de P. chrysosporium, esto sugiere gue el fenantreno se sorbe
y posteriormente se biotransforma. Con la finalidad de demostrar esta hipotesis se
decidio realizar cinéticas de sorcién y biotransformacion de FE en cultivos liquidos a
fin de determinar con mayor exactitud los momentos en los cuales se presentaba el
maximo de sorcion y el de biotransformacion.
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8.3. CINETICA DE SORCION Y BIOTRANSFORMACION DE FENANTRENO EN MEDIO

LiQuipo.
En la literatura existen reportes que demuestran que el fenantreno se sorbe en el
micelio de los hongos; sin embargo, estos mecanismos aun se comprenden con
claridad. El objetivo de realizar una cinética con los microorganismos, fue estudiar el
fendmeno de sorcidn y biotransformacion de fenantreno durante el cultivo liquido de
P. chrysosporium A594 y A. niger ATCC9642 a través de balances de masa; para
ello se realizaron cinéticas de crecimiento, sorcién y biotransformacion de
fenantreno.
La figura 8.8. muestra el comportamiento del pH para los dos cultivos. Se puede
observar que en el caso de P. chrysosporium, el pH disminuye ligeramente con el
paso del tiempo, mientras que A. niger disminuye drasticamente el pH en mas de una
unidad en 72 h de cultivo, dicho descenso se puede atribuir a la produccién de acidos
como consecuencia de la actividad microbiana.

T L ! T _\

0 24 48 72 96 120 144
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Figura 8.8. Evolucion del pH en el sobrenadante de los cultivos liquidos.
(&) P. chrysosporium A594; (ll) A. niger ATCC9642.

En la figura 8.9. se muestra la cinética de produccién de biomasa. Puede observarse
que la produccién de biomasa se incrementa rapidamente con respecto al tiempo,
obteniéndose después de siete dias de cultivo una biomasa maxima de 2.8 g/l para

P. chrysosporium y 7 g/l A. niger, en ninguno de los dos casos se observé fase
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estacionaria. Esto puede atribuirse a que el medio de cultivo usado es muy rico tanto
en carbono como en nitrégeno por lo cual es muy probable que aun tenga nutrientes
en el medio y los hongos puedan seguir creciendo si se incuban por un periodo de
tiempo mayor.
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Figura 8.9. Cinética de produccién de biomasa para hongos filamentosos en medio liquido.
(A) P. chrysosporium A594; (l) A. niger ATCC9642.

Al cuantificar los azucares reductores remanentes en el medio de cultivo se confirmo
que aun existia una gran cantidad de azucares en el medio de cultivo (de 70 a 60%
de los azucares reductores iniciales); empleando los valores obtenidos de produccién
de biomasa y consumo de sustrato puede calcularse el Yys para el final del cultivo
que fue de 0.5 g biomasa/g sustrato, este valor es indicativo de que el medio de
cultivo se encontraba balanceado y permitié el desarrollo de los hongos.

Para realizar los balances de fenantreno se siguié la ecuacion que se explicd
previamente en la seccidn anterior. En estos experimentos el balance se realizé para
cada una de las muestras con respecto al tiempo.

La figura 8.10. muestra la concentracion de fenantreno residual en el sobrenadante
con respecto al tiempo de cultivo. Se puede observar que en ambos casos, el
fenantreno disminuye rapidamente desde las primeras horas del cultivo,
desapareciendo casi por completo al final del cultivo.

78



Resultados y Discusién

- NN W W
N O 0o O

Fenantreno [ppm]
o

o O

T T

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo [h]

Figura 8.10. Cinética del fenantreno residual en el medio de cultivo liquido despues de siete
dias de cultivo. (A) P. chrysosporium A594; (M) A. niger ATCC9642.

En la figura 8.11. se muestra la cinética del fenantreno sorbido en la biomasa (A) y el
biotransformado (B). En cuanto al fenantreno sorbido, se observa que en ambos
hongos se alcanza rapidamente el maximo seguido de una brusca disminucidn, hasta
permanecer casi constante al final del cultivo. La diferencia radica en que A. niger
alcanza el maximo de sorcién a las 30 h de cultivo con una tasa de sorciébn maxima
de 4.21X10™ mg FE/mg biomasa h, mientras que P. chrysosporium lo alcanza hasta
las 72 h con una tasa de sorcién méaxima de 28X10* mg FE/mg biomasah de cuiltivo y
sorbe dos veces mas que A. niger (002 y 0013 mg FE/mg biomasa
respectivamente).

En cuanto al fenantreno biotransformado, P. chrysosporium presenta el maximo de
biotransformacion a las 96 h con una tasa maxima de biotransformacién de
2.1X10* mg FE/mg biomasah después de lo cual disminuye abruptamente. En este
caso se observa una clara asociacibn entre los fenomenos de sorcién vy
biotransformacién haciéndose evidente el hecho de que es necesario que el
fenantrenc se sorba por la biomasa para posteriormente ser biotransformado. En el
caso de A. niger, el maximo de biotransformacion se present6é a las 30 h con una
tasa méaxima de biotransformacion de 8.51X10* mg FE/mg biomasa h, coincidiendo
con el maximo de sorcién, en este caso también ambos fenémenos se encuentran

intimamente relacionados.
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Figura 8.11. Fenantreno: A. Sorbido en la biomasa. B. Biotransformado por la biomasa.

(A) P. chrysosporium A594; (B) A. niger ATCC9642.

El fendémeno de sorcidon ha sido observado previamente por otros autores (Barclay y
col, 1995, Sutherland y col, 1991). Barclay trabajé6 con concentraciones de
fenantreno mas bajas (0.6 mg/l), mientras que Sutherland y col (1991) usaron [9-'“C]-
fenantreno en concentracion de 15 ppm y reportaron una sorcion de fenantreno en
biomasa de 50.2+18.0% después de siete dias de cultivo.

En el caso de hidrocarburos alifaticos se ha demostrado que su sorcion se debe a -
que pueden ser incorporados a la mémbrana celular de algunas bacterias (Rodgers y
col, 2000); se sabe también que dependiendo de la hidrofobicidad caracteristica de la
membrana de los microorganismos éstos pueden adherirse a algunos hidrocarburos
y usarlos como fuente de carbono; sin embargo, el fendmeno para el caso especifico
de hongos y de moléculas aromaticas no esta bien estudiado.

En base a los intermediarios de la degradacion de fenantreno que han podido
aislarse de los medios de cultivo, se ha pensado que la biotransformacion de este
compuesto es catalizada inicialmente por monooxigenasas y epdxido hidrolasas; de
acuerdo con los resultados aqui presentados, estas enzimas degradadoras podrian
estar asociadas a la membrana o pared celular del hongo como ha sido reportado
para algunas bacterias (van Beilen y col, 1992).

En algunos sistemas bacterianos se ha sugerido que el paso limitante de la
biotransformacion es la baja solubilidad (para el fenantreno, 1.2 mg/l) de los
compuestos recalcitrantes (Thomas y col, 1986; Stucki and Alexander, 1987); los

80



Resultados y Discusién

experimentos presentados en esta etapa evidencian que a pesar de haber usado
concentraciones por encima del limite de solubilidad del FE (25 mg/l) el mecanismo
de sorcion y biotransformacion puede llevarse a cabo en cepas de P. chrysosporium
y A. niger, sin embargo, son necesarios mas estudios para comprender mejor el

fendmeno.

8.5. CONCLUSIONES.

A partir de los estudios en medio liquido se puede concluir que P. chrysosporium
A594 y A. niger ATCC9642 son capaces de sorber fenantreno en concentraciones
importantes después de siete dias de cultivo (45 y 1.3 mg/g biomasa
respectivamente en la biomasa esterilizada), y también tienen la capacidad de
biotransformar al fenantreno desde los primeros dias de incubacion.

Los resultados demuestran que los fendmenos de sorcién y biotransformaciéon de
fenantreno se encuentran intimamente asociados y es condicidon necesaria que se
sorba en el micelio para su transformacion.

Esta hipotesis puede extrapolarse a los cultivos sélidos en donde el fenantreno debe
migrar a través de la red microporosa hasta la superficie del xerogel, ya en la

superficie el micelio puede sorberlos y finalmente ser biotransformarlos.
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9. COMPARACION DE LOS MECANISMOS EMPLEADOS POR LOS HONGOS
FILAMENTOSOS PARA LA BIOTRANSFORMACION DE FENANTRENO EN CULTIVO LiQUIDO
Y SOLIDO.

Numerosas investigaciones utilizan los resultados obtenidos en cultivos liquidos
para correlacionarlos con lo que ocurre en suelos; sin embargo, debido a las
diferencias entre ambos sistemas, principalmente por las barreras difusionales, un
modelo mas aproximado a la realidad lo constituye el xerogel de SiO, probado en
este estudio. En el presente capitulo se pretende establecer una comparacion
entre los resultados de biotransformacion obtenidos en cultivos sélidos y liquidos
asi como de los sistemas que emplean los microorganismos para biotransformar

este compuesto.

9.1. CONSUMO DE FENANTRENO Y VELOCIDADES MAXIMAS DE CONSUMO EN CULTIVO
LiQUIDO Y SOLIDO.

Dado que los cultivos liquidos y sélidos difieren principalmente en la
biodisponibilidad de los compuestos quimicos, en términos generales la cantidad
de compuesto biotransformado varia considerable de un cultivo a otro. Esto se
observa claramente en la tabla 9.1., donde se muestran los porcentajes de
biotransformacion para los cultivos realizados. En los cultivos sélidos Unicamente
se biotransforma un 25% del fenantreno inicial y esta cantidad es igual para los
dos hongos usados, en los cultivos liquidos se biotransforma de un 68 a un 93%.
El porcentaje de fenantreno biotransformado es tres veces mayor en los cultivos
liquidos comparados con los sélidos.
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Tabla 9.1. Comparacion del consumo de fenantreno por los dos hongos

filamentosos estudiados.

P. chrysosporium A594 A. niger ATCC9642

Fenantreno biotransformado
25 25

en cultivo solido (%).

Fenantreno biotransformado
68 93

en cultivo liquido (%).

Estos resultados son similares a los reportados en la literatura donde en suelos
intemperizados artificiaimente el porcentaje de biotransformacion de fenantreno
oscil6 entre 38 y 55% después de 55 dias de cultivo (Chung y Alexander, 1998),
mientras que del fenantreno sorbido artificialmente en silice y tierra de diatomeas
se biotransformé entre 35 y 58% después de 11 dias de cultivo (Nam y Alexander,
1998). Estas diferencias pueden atribuirse principalmente a que la cantidad de
fenantreno no es la misma en los dos cultivos; o bien, a que cuando los
contaminantes se encuentran sorbidos en una matriz el proceso de
biotransformacion ocurre mas lentamente, en este sentido hay reportes de
estudios realizados en cultivos liquidos donde se demuestra que hongos
filamentosos cultivados en medio liquido son capaces de biotransformar alrededor
del 60% del fenantreno presente en el medio de cultivo después de solo siete dias
de cultivo (Sutherland y col, 1991; Barclay y col, 1995).

Debido a que comparar porcentajes de biotransformacién no es un buen
parametro ya que la concentracion inicial de fenantreno es diferente y esto puede
afectar a los hongos, se procedi6 a realizar un andlisis mas detallado del proceso
de biotransformacion evaluando las velocidades especificas maximas de
consumo.

Para los cultivos sdlidos se estimd la cantidad de biomasa producida en cada
caso, considerando para ello un rendimiento de biomasa con respecto a la
glucosa consumida de 0.5 de acuerdo a la formula 9.1.
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Yws = [(X¢ = Xi) / (Si — S¢)] (9.1.)

Para las dos cepas de hongos el maximo consumo se presenté a las 96 h de
cultivo. Los resultados del fenantreno biotransformado en ambos tipos de cultivo

se muestran en la tabla 9.2.

Tabla 9.2. Comparacién de las velocidades maximas de sorcion y biotransformacién de

fenantreno por los dos hongos filamentosos estudiados.

P. chrysosporium A594 | A. niger ATCC9642

Cultivo Sélido

Velocidad maxima de biotransformacion. 2.1 x10* 6.9 X10”
(mg fenantreno/mg biomasa h). (96 h de cultivo) (96 h de cultivo)
Cultivo Liquido

Velocidad maxima de biotransformacion. 2.1X10* 851X 10*
(mg fenantreno/mg biomasa h). (96 h de cultivo) (30 h de cuitivo)
Velocidad maxima de sorcién. 28x10* 421X 10%
(mg fenantreno/mg biomasa h). (72 h de cultivo) (30 h de cultivo)

Se puede observar que en cuanto a velocidad maxima de biotransformacién, P.
chrysosporium no se presentaron diferencias en los diferentes tipos de cultivo; por
otro lado A. niger mostrd una velocidad de biotransformacion diez veces menor en
cultivo sélido comparada con la de medio liquido.

De los cuitivos liquidos se observa también que el fendmeno de biotransformacion
de fenantreno y su sorcion en el micelio estan asociados; para el caso de P.
chrysosporium, el fenantreno es sorbido y alcanza su maximo a las 72 h de cultivo
y 24 h mas tarde el fenantreno sorbido se biotransforma, en el caso de A. niger
ambos fenémenos ocurren simultaneamente y la velocidad de biotransformacion
es dos veces superior a la velocidad de sorcion.

Se sabe que los hongos son capaces de sorber algunos compuestos como el
hexadecano para incorporarlo a su membrana celular (Rodgers y col, 2000); sin
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embargo no existen, en nuestro conocimiento, reportes que hablen acerca de la
sorciéon de moléculas poliaromaticas. Posiblemente el hecho de que el fenantreno
sea sorbido en cantidades considerables (superiores al 25% de su concentracion
en el medio de cultivo) se deba a que su transformacién ocurre por la accién de
enzimas intracelulares (Sutherland y col, 1991). Dado que Ilas enzimas
responsables de la biotransformacion de fenantreno no han sido identificadas en
los cultivos liquidos es necesario realizar mas estudios encaminados a evidenciar
y cuantificar a las enzimas responsables de la degradacion de fenantreno por
hongos filamentosos.

En los cultivos soélidos el comportamiento es diferente, mientras que P.
chrysosporium biotransforma el fenantreno a la misma velocidad que los cultivos
liquidos, A. niger lo hace diez veces mas lento. Estas diferencias significativas en
los dos tipos de hongos sugieren que su comportamiento metabdlico es diferente
en ambos tipos de cultivo; P. chrysosporium fue capaz de biotransformar
fenantreno a la misma velocidad en ambos sistemas lo cual podria indicar que
mientras que en cuitivo liquido se necesita una acumulacién de fenantreno en la
biomasa y posteriormente este compuesto se biotransforma, en los cultivos
solidos no se necesita dicha acumulacién para llevar a cabo la biotransformacion.
Aunque hacen falta analisis del fenantreno que se encuentra en el interior del
micelio, la ausencia de acumulacién de fenantreno en el hongo podria atribuirse a
que debido a la poca cantidad de azucares disponibles en este momento (se ha
consumido alrededor del 50%) la biotransformacién ocurre gracias a las enzimas
extracelulares que este hongo es capaz de producir como respuesta a la
deficiencia de algunos nutrientes; las enzimas extracelulares son liberadas al
medio y pueden llegar hasta el fenantreno que se encuentra en la red polimérica.
En la literatura se reporta que tanto en medios con limitaciones de nutrientes
como en aquellios donde la cantidad de nutrientes es suficiente, el fenantreno
puede ser biotransformado lo cual sugiere que P. chrysosporium en particular
tiene multiples vias enzimaticas para biotransformario (Sutherland y col, 1991;
Dhawale y col, 1992; Barclay y col, 1995).
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Para A. niger no existen reportes acerca de produccion de enzimas extracelulares
por lo cual la biotransformacién en este sistema debe ser también intracelular,
igual que en los cultivos liquidos. En este caso para que el fenantreno sea
biotransformado, la unica posibilidad es que migre desde el interior de la matriz
polimérica hasta la superficie donde estd desarrolidndose el hongo, una vez
biodisponible es sorbido por el hongo y se biotransforma (Pingnatello y Xing,
1996), por esta razon el proceso se hace mucho mas lento en los sistemas de
cultivo sdlido.

Los cultivos sdlidos realizados usando como soporte a un xerogel de SiO; son
sistemas que permiten el estudio del comportamiento metabdlico de
microorganismos mas facilmente. En este caso fue posible determinar que dos
hongos filamentosos presentan un comportamiento diferente dependiendo del

sistema donde son cultivados.

9.2. CONCLUSION.

Los resultados de las velocidades de biotransformacion de fenantreno tanto en
cuitivo liquido como en cultivo sdlido para P. chrysosporium son iguales (2.1 X10™
mg fenantreno/mg biomasa h), mientras que para A. niger la velocidad de
biotransformacion de fenantreno en cultivo solido es diez veces menor que en
cultivo liquido (69 X 10° y 851 X 10* mg fenantreno/mg biomasa h
respectivamente). Estos resultados sugieren que los mecanismos metabdlicos
involucrados en la biotransformacion de fenantreno son diferentes en ambos
microorganismos y dependen del tipo de cultivo.

El' metabolismo de los microorganismos involucrados en la degradacion de
fenantreno es un factor tan importante como los mecanismos de difusion de

contaminantes que ha sido ampliamente estudiados y reportados en la literatura.
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9. Conclusién General.

Se sintetizaron xerogeles de SiO, con porosidad de 89A y capacidad de retencion de
agua de 2.5-3.5 gH,0/g xerogel, que son similares a las de un suelo. Los xerogeles
sintetizados resultaron ser soélidos mesoporosos con distribucion de tamario de poros

similar a un suelo de tipo franco-arenoso de Veracruz.

Los xerogeles permitieron el desarrollo de los dos hongos filamentosos estudiados
sobre su superficie tanto en presencia como en ausencia de fenantreno (250 ppm).
En ninguno de los dos casos se observaron diferencias significativas en la-morfologia
o capacidad de consumo de azucares, sugiriendo que la presencia de fenantreno a la

concentracion utilizada no tiene efectos negativos sobre los microorganismos.

Los xerogeles de SiO; pueden ser usados como modelos de estudio de suelos
contaminados con la ventaja de ser sistemas mas limpios y homogéneos, ademas

son mas sencillos en la interpretacién de resultados.

En los cultivos sélidos, P. chrysosporium A594 consumid el 77% de los azucares
presentes, mientras que A. niger ATCC9642 consumi6 el 92%. Sin embargo, los dos
hongos biotransformaron la misma cantidad de fenantreno (50 ppm), esta cantidad
resulta similar a la reportada en la literatura para suelos contaminados confirmando

que el xerogel de SiO; es un buen modelo de suelo.

En los cultivos liquidos se encontrdé que aunque una parte importante se sorbe en el
micelio (entre 0.015 y 0.02 mg de FE/mg biomasa), también otra parte similar se
biotransforma (entre 0.020 y 0.025 mg de FE/mg biomasa). Las cinéticas de sorcién
y biotransformacion de fenantreno mostraron que los dos fenémenos estan
intimamente relacionados: en el caso de P. chrysosporium A594 se observaron
velocidades de sorcion y biotransformacion de 2X10™ mg fenantreno/mg biomasa h,

inicialmente se sorbié una gran cantidad de fenantreno (a las 72 h de cuitivo) y 24 h
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mas tarde se biotransformd. En el caso de A. niger ATCC9642, los maximos de
sorcién y biotransformacién se observaron a las 30 h de cultivo, esto sugiere que tan

pronto como se sorbe el compuesto inicia su biotransformacion.

Las velocidades especificas de biotransformacién de fenantreno en cuiltivo liquido
son diez veces superiores a las de solido para A. niger (8.51X10* y 6.9 X 10° mg
fenantreno/mg biomasa X h), esto sugiere que las moléculas contaminantes deben
difundir desde el interior de la matriz para llegar a la superficie y estar en contacto
con el micelio que las sorbera y finaimente biotransformara; este sistema puede
explicar la lenta biotransformacion que ocurre en los sistemas sélidos. En los cultivos
de P. chrysosporium las velocidades especificas de biotransformacion fueron iguales
(2.1 x 10 mg fenantreno/mg biomasa h), dado que los problemas difusionales son
inherentes a los cultivos sélidos se puede pensar que las velocidades del mismo
orden de magnitud se deben a que las enzimas involucradas en la biotransformacién
de fenantreno son distintos.
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10. RECOMENDACIONES.

Este trabajo es una propuesta inicial para un uso novedoso del sistema sol-gel. Se
demostré6 que es posible emplearlo como modelo de estudio de suelos
contaminados; sin embargo, es evidente que hacen falta estudios que empleen otros
tipos de microorganismos, por ejemplo bacterias que también estan presentes en los
suelos. Ademas, también es posible utilizar otro tipo de molécula o mezclas de éstas,

lo cual complica el sistema pero lo acerca aun mas a la realidad.

Seria interesante realizar estudios profundos en relacion a los fenémenos de
transporte en los que se encuentra involucrado el fenantreno. Resulta importante
conocer la velocidad con la cual el fenantreno se adsorbe y desorbe de la matriz de
silice quedando biodisponible para los microorganismos. Ademas, es posible mejorar
el sistema para aproximario mas a un suelo y realizar también estudios de

transferencia de masa.

El xerogel es una nueva propuesta de soporte para profundizar estudios en medio
sélido; su uso como soporte para él crecimiento de hongos puede extenderse a otros
tipos de estudios béasicos sobre morfologia y fisiologia de microorganismos
industrialmente interesantes, por ejemplo, en la produccion de metabolitos y

enzimas.

Con la finalidad de comprender mejor por qué los hongos adsorben fenantreno y
posteriormente lo biotransforman, es necesario realizar estudios sobre composicién
de membrana y pared celular, analizando la cantidad de fenantreno que se acumula
en la membrana celular Ademas es importante estudiar los mecanismos de

transporte de nutrientes en presencia y ausencia de fenantreno.
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Son necesarios estudios sobre adsorcién de fenantreno en la biomasa de los hongos
cuando éstos se cultivan en medio sélido; para ello seria necesario implementar una
metodologia encaminada a separar la biomasa del soporte a fin de poder analizar el

fenantreno adsorbido en ambas fracciones por separado.

Resultaria interesante identificar y cuantificar los metabolitos producidos a partir de
fenantreno, asi como determinar cuales se acumulan en las células y en el medio.
Estos resultados ayudarian a comprender mejor la ruta metabdlica para la
degradacién del fenantreno tanto en los cultivos liquidos como en los sdélidos, ya que
hasta el momento no se ha reportado la ruta completa de degradacién hasta CO; y
H20.

Es importante realizar ensayos enzimaticos especificos para determinar cuales son
las enzimas involucradas en el proceso de biotransformacién de fenantreno, tanto en
cultivo liqguido como en cultivo sélido. Asi mismo, es necesario determinar la
‘ubicacién de las enzimas ya que aparentemente el inicio de la biotransformacion

podria atribuirse a enzimas cercanas a la pared celular de los hongos.
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Para la extraccion del fenantreno, tanto de los cultivos liquidos como de los sélidos,
se emple6 acetato de etilo como solvente de extraccién, el fenantreno extraido se
cuantificé mediante cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC).

Inicialmente se realiz6 una curva patrén en un intervalo de concentraciones de 0 a 10
ppm de fenantreno en dimetilformamida. Los estandares se filtraron empleando
membranas de teflon de 0.45 pum y una jeringa de vidrio; se inyectaron por duplicado
en el HPLC.

En la figura 1.1. se muestra el cromatograma tipico de un estandar. Se puede
observar que no hay interferencias con la definicién del pico de fenantreno (tiempo
de retencién: 6.2 min.).

‘CH. 1 C.S 2.5@ ATT 2 O0OFFS @ 086-/28/08 108:85

— ¢ .21 <+— Fenantreno

Figura 11. Cromatograma de un estandar de fenantreno en acetato de etilo (2 ppm).

En la figura 1.2. se presenta la curva patron que se obtuvo bajo estas condiciones. El
coeficiente de correlacion r? fue de 0.9978.
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Figura I.2. Curva patron de fenantreno en acetato de etilo.

Ecuacion de larecta: y = 4589.2X — 3096.9
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Con esta curva patrén se cuantificd el fenantreno verificando cada 30 muestras con
un estandar. El tiempo de retencién oscilo siempre entre 5.4 y 6.2 min.

La figura 1.3. A. y B. son, respectivamente, cromatogramas de muestras extraidas de
cultivos solido para P. chrysosporium A 594 y A. niger ATCC9642 después de 240 h
de cultivo. Aunque aparecen algunos otros picos, ninguno de ellos interfiere con el

pico del fenantreno.

CH. 1 C.5 2.58 ATT 2 OFFS @ B86-/21/808 9Q8:84

77
.24

5.55 —” Fenantreno

LT e}

CH. 1t C.5 2.58 ATT 2 OFFS 8 86,721,098 @83:22

,: s
I._
B

Figura 1.3. Cromatogramas de muestras extraidas con acetato de etilo después de 240h de

.91

-43 ¥ Fenantreno

il e

incubacion.

A. P. chrysosporium. B. A. niger.
Estos resultados demuestran que la cromatografia de liquidos es un excelente

método para la cuantificacién de fenantreno, por esta razén se le empled
rutinariamente a lo largo del desarrollo de la tesis.

I
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En la naturaleza, la degradacién de los compuestos contaminantes ocurre
principalmente por factores bidticos; sin embargo, los factores abidticos como la
fotooxidacion y la evaporacion (Dutta y Harayama, 2000) no se deben despreciar.

Se han reportado pérdidas importantes de fenantreno por factores abibticos cuando
se cultivan hongos filamentos en medios liquido, dichas pérdidas oscilan entre 31 y
41% del fenantreno inicial después del cultivo a 37°C por cinco dias (Dhawale y col,
1992).

Debido a que este tipo de transformacién puede presentarse en los sistemas de
estudio propuestos, se decidid evaluarla empleando matraces Erlenmayer de 250 mi
con 50 ml de medio de cultivo y 25 ppm de fenantreno inicial. Por ftriplicado se
colocaron matraces tapados con un tapén de algodén o tapén de hule forrado de
papel aluminio, también se colocaron blancos sin fenantreno. Se incubaron a 60°C
en una estufa para acelerar el proceso de transformacion abiética de fenantreno. Se
tomaron muestras a diferentes tiempos durante 24 h, se extrajeron con acetato de
etilo y se realizé un barrido de cada muestra en el espectrofotometro (de 200 a 400
nm). ‘

En la figura Il.1. se muestra el espectro del blanco (medio de cultivo incubado sin
fenantreno). No se presentaron cambios en el espectro con el tiempo, lo cual puede
atribuirse a que ningun otro compuesto presente en el medio de cultivo se extrae con

acetato de etilo por lo cual no hay interferencias con los espectros del fenantreno.

0.4
503
o
£ 02 A
i
<014
0.0 .
200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura ll.1.. Blanco sin fenantreno.__ T=0h,... T=1h, _... T=2h,—-. T=5h—_ T=23h
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En las figuras 11.2. A y B se muestran los espectros del fenantreno incubado junto
con el medio de cultivo. Tipicamente el fenantreno en acetato de etilo presenta un
pico de maxima absorcién a una longitud de onda de 254 nm, en ambas figuras se
observa la disminucion del pico con el paso del tiempo. Se presentd una disminucion
de hasta 50% en la absorbancia del fenantreno cuando el medio se incubd usando
tapones de algodén, mientras que cuando se emplearon tapones de hule forrados de
papel aluminio sélo disminuy6 alrededor del 25%. A las concentraciones ensayadas
la absorbancia y la concentracién del fenantreno son directamente proporcionales,
entonces se puede decir que la desaparicidon del fenantreno es atribuible a su
volatilizaciébn ya que, como se observa en ambas figuras, no se presentd
modificacion en el espectro (aparicion de nuevos picos o corrimiento de éstos),
ademas, se observa una menor pérdida cuando se emplean tapones de hule
forrados de aluminio en comparacion con los matraces que tenian tapones de
algodén cuya porosidad permite que moléculas volatiles puedan escapar con mayor
facilidad.

1.0 5 , A 1.0 1 ’ B

0.8 1

@
[«
L

Absorbancia
Absorbancia

T — T T 1

200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 11.2. Fenantreno (25 ppm): A. Tapén de algodén, B. Tapon de hule.
— T=0h, - T=1h, —-T=2h, =+ T=5h, — T=23h

Trabajos previos han mostrado que el fendbmeno de volatilizacion constituye un factor
importante en la pérdida de PAHSs incluyendo ai fenantreno. Rama-Mercier y col, en
1998, encontraron que en controles de cultivos liquidos sin microorganismos
incubados a 25°C durante 28 dias, el 85% del fenantreno se volatilizaba. Esta
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afirmacion fue posible debido a que realizaron sus cultivos en completa obscuridad
(eliminando el fendmeno de fotooxidaciéon) y ademas se emplearon trampas para el
fenantreno volatilizado a fin de realizar balances de materia con mayor exactitud.

El fendmeno de volatilizacion del fenantreno en los cultivos es muy importante, por
esta razon en todos los experimentos se trabajdé con blancos sin inéculo a fin de
restar el fenantreno perdido por volatilizacion y no sobreestimar la biotransformacion

de éste.

\%1
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APENDICE HI.

SIO,: IMPORTANCIA DEL AREA SUPERFICIAL Y LA POROSIDAD DE LOS MATERIALES.
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El &rea superficial y la porosidad juegan un papel complementario en los fenémenos
de adsorcion de la mayoria de los sélidos. Las mediciones de adsorcioén de los
vapores de gases pueden dar informacién importante acerca del area superficial y la
estructura de poros de un solido.

Cuando un sélido se expone en un espacio cerrado a un gas a presion definida, éste
comienza a adsorber el gas y el proceso esta acompanado de un incremento en el
peso del sélido y un decremento de la presién del gas. Después de un tiempo la
presién se vuelve constante a un cierto valor p, y el sélido deja de incrementar su
peso. La cantidad de gas adsorbido puede calcularse a partir de la caida de presion
por aplicacion de la ley de los gases si se conocen los volumenes del envase y del
solido, o bien se determina directamente como el incremento en peso del sélido en
caso de que se cuente con una balanza.

Para un determinado gas adsorbido en un sélido particular a temperatura constante

se tiene:

n=f (p)T, gas, sélido

La expresion anterior es una isoterma de adsorcién. La mayoria de las isotermas de
adsorcion son el resultado de adsorciones fisicas y se agrupan en cinco clases (de |
a V) de acuerdo a la clasificacion original de Brunauer, Emmett y Teller (BET) (Gregg
y Sing, 1982).

En la figura ll1.1. se muestran los cinco tipos mas comunes de isotermas que existen.

IX
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1 S
» ®
Cantidad de
gas
adsorbido

8

¥ u
Preston relativa, p/p°

Figura iil.1. Los cinco tipos de isotermas de adsorcién, | a V, segun la clasificacion BET,

junto con la isoterma tipo VI, de pendiente escarpada.

Actualmente se cuenta con equipos que hacen pasar nitrégeno liquido a 77°K; dado
que a esa temperatura el nitrégeno es liquido éste se condensa en los poros del
solido que se esta analizando formando una monocapa. En base a ia cantidad de
moles que quedan adsorbidos es posible conocer el area superficial del sélido que se
esta analizando (el darea molecular del nitrégeno es de 16.2 A).

Adicionaimente estos equipos construyen curvas de distribucion de poros empleando
como base la ecuacién de Kelvin y conociendo el radio molecular del nitrégeno
(2.27A):

Ln (p/po) = {(2YVOART)] [1/1r]

X
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Donde p/p, es la presion relativa de vapor en el equilibrio con un menisco que tiene
una curvatura re, v y Vi son respectivamente la tension superficial y el volumen molar
del nitrogeno adsorbido (Gregg y Sing, 1982).

En los andlisis tanto de suelos como de xerogeles del presente trabajo, se
encontraron siempre isotermas de tipo IV. Las isotermas de este tipo son frecuentes
en xerogeles de oxidos inorganicos cuya estructura es mesoporosos, asi que no es
sorprendente que se presenten en estos xerogeles de silice.

Cabe recordar que los poros se clasifican como sigue:

Diametro
Microporos Menos de 20 A
Mesoporos Entre 20 y 500 A (2 — 50 nm)
Macroporos Méas de 500 A (50 nm)

Asi que en los sistemas estudiados en el presente trabajo donde el tamafio promedio
de poros fue de 30 a 90 A, se trata de sélidos mesoporosos.

X1
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Abstract. A silica xerogel was prepared at pH 2 by the hydrolysis-condensation reactions of the sol-gel method.
Silica xeroge! was used as a support for the growth of two filamentous fungi: Aspergilius niger ATCC 9642 and
Phanerochaete chrysosporium A594. In both cases, an apparent abundant mycelia growth (5.5 mg biomass/g dry
xerogel and 4.7 mg biomass/g dry xerogel respectively) was observed. A phase of rapid consumption of glucose
which lasted until 96 h of culture with sugar consumption rate of 0.075 mg sugar/g support h and 0.042 mg sugar/g
support h respectively, was also observed. Scanning electron microscopy (SEM) showed a superficial colonisation
of both strains even in the occasional imperfections and crevices of the xerogel. This novel application of sol-gel
metallic oxide systems suggests the potential use of an inert and versatile support which could be valuable, for
example for solid state fermentation fundamental studies.

Keywords: filamentous fungi, microbial growth, SiO; xerogel, solid state fermentation

Introduction

Sol-gel chemistry, based on inorganic polimerisation
reactions, has been applied to different research areas
for several years. Because of the soft chemical condi-
tions in which these reactions take place, the method

has been used successfully since the early nineties in

different biological systems such as protein encapsula-
tion[1, 2], live cell encapsulation [3-5], and immunoas-
says [6]. The main characteristics of sol-gel materials
for biological applications are: i) preserve bioactivity
of labile organic structures within the porous matrix; ii)
allow tree diffusion of the substrate to the enzyme or the
nutrients to the encapsulated live cells; and iii) allow the
elimination of waste products due to their fine porous
structure. These dynamic systems can be reused result-
ing in practical applications, for instance encapsulation

*To whom all correspondence should be addressed.

of Pseudomonas cells to be used for atrazine (herbi-
cide) biodegradation {7].

A possibility which has not yet been explored is the
use of sol-gel systems as supports for the microbial
growth in the so-called solid state fermentation (SSF),
which refers to the treatment of a wet material not sus-
pended in water allowing the development of microbial
culture [8]. SSF has been widely used for physiological
studies and in the production of some metabolites, for
example, citric acid by using complex natural materials
such as sugar cane [9] and apple pomace [10] as sup-
ports. Due to their composition (sugars, salt content,
etc.) natural supports of this kind are disadvantageous
since they influence the microbial growth complicating
SSF basic studies.

For this reason, it has been proposed lately the use of
inert materials, able to retain water and nutrients as sim-
ple study models. Some examples are amberlite [11]
and polyurethane foam [12]. A porous xerogel made
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Figure 2. pH evolution during fermentation. * P. chrysosporium A594, @ A. niger ATCC9642.

161i

Remaining sugar [mg/g|

O T T T

T T { T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Time [h]

Figure 3. Reducing sugar concentration during fermentation. O P’ chrysosporium A594, B A. niger ATCC9642.

time P. chrysosporium consumed only 77.6% at an
average rate of 0.042 mg sugar/g support h. This
fact reflects metabolic differences between the two
microorganisms.

Comparison of sugar consumption rates with pre-
vious reports is difficult, since the initial sugar

concentration reported in them is up to 10 times greater
than the one used in our case. However concerning
total sugar consumption, our results are substantially
better than in previous works [10, 11], where values of
only 50-70% are reported, while in our case both fungi
were capable of consuming 78-91% of the initial sugar
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in the medium. These results show that Si0» xerogel
provides an adequate support for microbial growth and
that it does not inhibit substrate consumption.

Scanning electron microscopy was used to study the
colonisation of the xerogel by both fungi. Dehydrated
Si0» samples with fungi superficial colonisation were
metalized with gold (three discharges of 40 mA/50 s
each one, argon atmosphere), in high vacuum metal-
izator (Bal-Tec SCD 050). The samples were analyzed
in a scanning electron microscope (JSM-500 LV), us-
ing secondary electrons, with an acceleration voltage
of 5 kV and work distance between 11-13 mm.

Figure 4 shows the growth of A. niger at different
times (4(A)29h, 1000x;4(B) 146 h, 160 x;4(C) 146 h,
1000 x). In three cases the growth took place on the
surface of the xerogel and on the large crevices or cracks
ariginated by fracture of the xerogel, whose internal
walls are clearly suitable for colonisation. The typical
width of the hyphas was approximately 3 ym, and that
of the sporangium observed in Fig. 4(B) was of 16
pm. This hypha size agrees with reports for A. niger in
supertficial cultures at high glucose levels [17].

Figure 5 shows two different stages of the growth of
P. chrysosporium. Figure 5(A) shows that the complex
mycelial net which develops on a support is appar-
ently made bv abundant mycelium ot approximately
3 yem width. Theorical biomass production, consider-
ing that biomass yield was 0.5 mg biomass/g sugar,
wus 5.5 mg biomass/g dry xerogel for A. niger and 4.7
mg biomass/g dry xerogel for P. chrysosporium. This
is 10 times lower than as reported by other authors [12,
8. 19], yet our initial sugar concentration was also 10
times lower than that used by them.

After 146 h of growth (Fig. 5(B) and (C)), SEM
micrographs of P. chrysosporium show the presence of
an exocellular polymer which surrounds the mycelium.
In fungus natural enviroments, the function of the
polymer is to covalently wrap the wood to start its
depolymerisation {20]. This exocellular polymer ap-
parently has an important role in the wood depolymer-
izating enzymes transport {21, 22]. The occurrence of
the structures previously observed in this fungus on a
natural substrate, confirms that using our silica xero-
gel as a support allows the study of this kind of mi-
croorganisms, with the great advantage of using a well
defined medium which enables the study and analy-
sis without interference. Thus, SiO, xerogels show a
great potential as supports for microbial growth. Fur-
themore, their use provides an improved understanding
of the phenomena involved during SSF.

Figure 4. Scanning electron microscopy of A. niger ATCC9642
mycelium growing on xerogel at different fermentation time; (A) 29 h
(original magnification 1000x): {B) 146 h (original magnification
160x); (C) 146 h (original magnification 1000 x).



Figure 5. Scanning electron microscopy of P. chrysosporium A594
myeelium growing on xerogel at different fermentation time; (A)29h
(ortginal magnitication 2000x ); (B) 146 h (original magnification
330x): (Cr 146 b (original magnification 1000x).
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Conclusions

The use of SiO» xerogels as appropriate supports for
physiological and biochemical studies of filamentous
tungi has been proved to be possible. The innocu-
ous nature and high porosity of these gels allow the
growth of fungi by enhancing water retention and nu-
trient diffusion.

A short lag phase and a quick exponential growth
phase was observed. Furthermore, an extracellular
polymer produced by P. chrysosporium was detected in
the final stages of growth, when nutrients in the medium
were depleted, which is often related to the synthesis
and transport of exocellular enzymes capable of de-
polymerizing wood, its natural substrate. These obser-
vations show that by using SiO; xerogel there are no
interferences either with the growth of microorganisms
or metabolite transport.
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