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INTRODUCCION

1. ACCIDENTES MARITIMOS

En la actualidad, uno de los problemas medioambientales mas
preocupantes son los vertidos de petrdleo en el mar con la consecuente
contaminacién de la costa. Estos se producen como consecuencia de una
combinacion de diferentes acciones y circunstancias. En primer lugar estan las
operaciones que, de forma rutinaria, se llevan a cabo en los buques, tales
como las operaciones de carga, descarga y almacenamiento del fuel. No
obstante, el mayor impacto ocurre cuando se producen accidentes: fallos en el
casco, encallado de los buques, incendios o colisiones. En estos casos, los
derrames aumentan dramaticamente hasta cientos de miles de toneladas,
produciéndose las mareas negras y los desastres ecoldgicos, culturales y
econdmicos tanto en el mar como en las zonas costeras que quedan arrasadas
Exxon Valdez (1989), Nakhodka (1997), Prestige (2002).

La reciente marea negra provocada por el accidente del buque Prestige
ha puesto de manifiesto las limitaciones con las que contamos a nivel espafiol y
europeo para dar respuesta rapida y eficaz a situaciones de potencial crisis
alimentaria. Pero al mismo tiempo, y a pesar de la confrontacion social y
politica que esta catastrofe ha supuesto, puede representar una oportunidad de
aprendizaje de la que se deberian derivar una serie de herramientas que
permitan afrontar futuras crisis en mejores condiciones (Fernandez L. y Freire
J.,2005).

2. HIDROCARBUROS DEL PETROLEO
El petrdleo esta compuesto por una mezcla de hidrocarburos que
pueden agruparse en cuatro clases: saturados, aromaticos, asfaltenos y

resinas (Colwell y Walker, 1977).
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Tabla 1. Caracteristicas de los componentes de los derivados del petroleo (Iniesta y

Blanco, 2005)

Proporcion en los

2.Poliaromaticos: 2-6 anillos de benceno

solubilidad en agua
Alta toxicidad

Grupo Subgrupo Caracteristicas combustibles (%)
1.Alcanos  {hidrocarburos  alifaticos): n- . ] : M
alcanos lineales (parafinas) isoalcanos Alta degradacion microbiana hasta G_asolma. A0-60

- 22 carbonos Diesel: 65-95

Saturados ramificados. Baja solubilidad en agua (excepio | Crudo ligero: 55-30
2. Cicloalcanos: anillos saturados. {(:]15) g P Crudo pgesado' 5680
_3.Cer"as: compuestos saturados de gran Baja toxicidad Fuel oil pesado: 20-30
famarnio.

Baja tasa de bindegradacion Gasolina: 25-40
1.Monoaromaticos (BTEX): anillos Altla (BTEX) 0 modgrada—ha'a (BAH) Diesel: 5-25
Aromaticos sencillos de benceno - 121 " crudo ligero: 10-35

Crudo pesado: 15-40
Fuel oil pesado: 30-50

Compuestos polares

1.Resinas: tienen 5, N 6 Q.
2. Asfaltenos: compuestos de gran tamafio

Muy haja degradacian
Muy baja solubilidad en agua y
toxicidad

Gasolina: 0

Diesel: 0-2

Crudo ligera: 1-15
Crudo pesado: 5-40
Fuel oil pesado: 10-30

La disolucién es la transferencia de compuestos hidrosolubles del fuel al
agua y empieza a ocurrir inmediatamente después de producirse el vertido. Su
importancia reside en que es el mecanismo por el que se transfiere la toxicidad
del fuel al agua, pues hace biodisponibles los compuestos mas toxicos e
hidrosolubles del petréleo, los hidrocarburos aromaticos, en especial los de
bajo peso molecular (benceno, tolueno, naftaleno y fenantreno) para los
organismos marinos (Iniesta y Blanco, 2005).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) estan formados por al
menos dos anillos aromaticos de benceno (fig.1). Su solubilidad en agua es
muy reducida y disminuye con el aumento del peso molecular y numero de
sustituciones. Su volatilidad es también muy baja. Son los hidrocarburos mas
toxicos del petréleo y tienen una elevada persistencia y gran afinidad por los

tejidos grasos, lo que favorece su bioacumulacién.
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Fig.1. Estructura quimica de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos.

El naftaleno es el hidrocarburo aromatico policiclico de menor tamarno y
mayor solubilidad. Se trata de un hidrocarburo aromatico de bajo peso
molecular con dos anillos bencénicos.

Es moderadamente volati con un punto de ebullicion de 218 °C y una
solubilidad en agua de 31,7 mg/L a 25°C. (Preuss et al., 2003).

El naftaleno y sus derivados metilados (metilnaftalenos) suelen ser los
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HAPs dominantes en la mayoria de los fueles y crudos, y también los que antes
se pierden por disolucion.

Las pruebas de solubilidad realizadas con el fuel del Prestige mostraron
que, tras exponer el fuel durante 5 dias al agua de mar, el compuesto disuelto

mas abundante fue el naftaleno (Iniesta y Blanco, 2005) (Tabla 2)

Tabla 2. Concentracién de hidrocarburos en agua de mar tras 5 dias de contacto con
el fuel del Prestige.

Concentracion (pg/L)

Hidrocarburo

Fuel puro Fuel emulsionado
Benceno ] 9
Tolueno B2 17
Etilbenceno 1652 57
Meta-xileno 28 11
Para-xileno 11.3 4.4
Orto-xilenao a0 12
1-metil-3-etilbenceno S.0 4.4
1-metil-4-etilbencano 4.0 1.82
1,3 B-trimetilbencenc 45 24
1-metil-2-etilbenceno T4 36
1,2 Atrimetilbenceno 22 12
1,2 3trimetilbencenc 1.3 a7
1,2.4 5tetrametilbencenc 50 35
1,2.3. 4-tetrametilbencenc 75 £3
Maftaleno 7a 73
Acenaftileno 14 15
Acenafteno 48 54
Fluareno 1.8 1.8
Fenantrano 26 27
Antraceno 0.2 0.1
Fluoranteno 0.7 0.3

3. TOXICIDAD DE LOS HIDROCARBUROS PARA LOS ORGANISMOS

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, Lyon)
clasifica los fueles pesados como compuestos de potencial cancerigeno
2B. Ello quiere decir que se dispone de evidencia suficiente de su actividad
carcinogeénica a partir de estudios con animales de experimentacion pero que
las pruebas sobre la actividad carcinogénica en humanos son insuficientes

(Agencia Espaniola de Seguridad Alimentaria, 2003).
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En general, dicho potencial cancerigeno se atribuye a los hidrocarburos
aromaticos policiclicos presentes en las fracciones de petréleo. Entre ellos
destacan los 16 compuestos incluidos en la lista de contaminantes prioritarios
de la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos
(Environmental Protection Agency, EPA) :_naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benz[alantraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzolk]fluoranteno, benzol[a]pireno,
dibenzo[ah]antraceno, benzo[ghi]perileno y indeno[1,2,3-cd]pireno. (EPA, 1986)

Desde la afo 2000, en el cual la US National Toxicology Program
encontré claras evidencias de la actividad carcinogénica del naftaleno en ratas,
las agencias internacionales: International Agency for Research on Cancer
(IARC), la US Environmental Protection Agency (US EPA), y la Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) han reclasificado el naftaleno como un posible
carcinogénico humano (Preuss et al., 2003).

Se ha demostrado que la exposicion sistematica al naftaleno y sus
derivados causa enfermedades y perturbaciones en el metabolismo humano
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry , 1990)

La exposicion al naftaleno se ha relacionado con la anemia hemolitica en
personas con deficiencia en glucosa-6- fosfato deshidrogenasa y en nifios
recién nacidos (Manohar y Karegoudar ,1998) e inhibe el consumo de oxigeno
en varios organismos. Estudios experimentales en animales han demostrado
que los HAPs pueden presentar otros efectos (hematoldgicos, inmunolégicos o
sobre la reproduccion). Sin embargo, estos efectos aparecen en dosis muy
superiores a las que pueden encontrarse en los alimentos.

El riesgo para el consumidor se produce por la integracion de los HAPs
en la cadena alimentaria. La inmensa mayoria de sustancias carcinogénicas no
ilustran casos de toxicidad aguda en el medio alimentario. En este caso, el
peligro esencial es la toxicidad cronica, es decir el consumo habitual de
productos contaminados, que puede producir efectos sobre la salud a largo
plazo (Agencia Espafnola de Seguridad Alimentaria, 2003; Fernandez y Freire,
2005).

Se ha demostrado que el naftaleno y 2-metilnaftaleno se concentran en
organismos marinos, tanto en vertebrados como en invertebrados

(Sharanagouda y Karegoudar, 2001).
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Los peces incorporan del agua los hidrocarburos mas solubles, como los
compuestos monoaromaticos (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno), los
alcanos de cadena corta y los HAPs de bajo peso molecular como el naftaleno
(Roubal et al., 1978)

Al problema del consumo por el hombre de estos productos
contaminados con hidrocarburos se suman los diferentes problemas
fisiologicos y bioquimicos en los organismos marinos afectados, que van a
tener consecuencias sobre su viabilidad y éxito reproductivo, y pueden

provocar alteraciones genéticas.

4. BIORREMEDIACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de
sistemas que utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para
degradar o transformar compuestos organicos toéxicos en productos
metabdlicos inocuos o menos téxicos. Esta estrategia bioldgica depende de las
actividades catabdlicas de los organismos, y por consiguiente de la utilizacion
de los contaminantes como fuente de alimento y energia. Para que esto ocurra,
es necesario favorecer las condiciones para el crecimiento y la biodegradacién
(Van Deuren et al., 1997).

El uso de tecnologias de biorremediacién para el tratamiento de sitios
contaminados es una opcion que presenta ventajas con respecto a métodos
fisicos y quimicos: (i) son efectivas y ambientalmente seguras; (ii) los
contaminantes se destruyen o transforman;(iii) se pueden aplicar in situ (iv)
generalmente no se requieren tratamientos adicionales; (v) suelen presentar
ventajas econdmicas. En contrapartida suele tratarse de procesos lentos, que
involucran muchas etapas y que se realizan bajo condiciones ambientales

complejas y no modificables.

Desde los estudios pioneros de ZoBell (1946) en ambientes marinos, se
han aislado numerosas cepas bacterianas de ambientes litorales y oceanicos
capaces de degradar diferentes hidrocarburos.

En ambientes acuaticos los principales géneros de bacterias y hongos con
esta capacidad son, Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus,
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Nocardia, Vibrio,  Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Candida, Rhodotorula y Sporobolomyces. (Atlas, 1981)

No todos los hidrocarburos se degradan con la misma facilidad. En
general las tasas de biodegradacién disminuyen con el aumento del peso
molecular y complejidad de los hidrocarburos. Las tasas de biodegradacion de
los hidrocarburos aromaticos son inversamente proporcionales al numero de
anillos y de sustituciones .(Leahy y Colwell, 1990; Atlas ,1981)

La degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos de 2 y 3 anillos
aromaticos (naftaleno, fluoreno y fenantreno ) con un consorcio de
microorganismos o mediante cepas puras ha sido objeto de numerosas
publicaciones (Sepic et al., 1997). Se han aislado un gran numero de especies
de Pseudomonas con capacidad de utilizar hidrocarburos del petréleo (Atlas,
1981).

La capacidad para degradar naftaleno por parte de microorganismos
pertenecientes a la especie Pseudomonas putida ha sido previamente descrita
(Park et al. 2004;Dorn et al. , 2003;Ahn et al., 1998 ;Guerin y Boyd ,1995)

En las ultimas dos décadas se ha estudiado extensamente la ruta
biodegradativa de este compuesto en bacterias pertenecientes a este género.
En estos organismos, los genes degradativos (a menudo denominados genes
nah) se encuentran localizados en dos operones: la via degradativa superior
codifica para la conversion de naftaleno a salicilato, y la via degradativa inferior
codifica para la transformacién de salicilato a metabolitos centrales via catecol
(fig.2)(Yen and Serdar, 1988). Generalmente la informacion genética par la
degradacion de hidrocarburos en las especies de Pseudomonas se encuentra

en plasmidos (Habe and Omori ,2003 )
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Fig.2 Metabolismo de compuestos aromaticos por Pseudomonas Pg . Para el naftaleno, R = H;
para el 2- metilnaftaleno, R= CH; .R entre paréntesis representa posibles alternativas
equivalentes.Los numeros corresponden a las enzimas: 1, naphthalene oxigenase; 2, 1,2-
dihydroxynaphthalene oxygenase; 3, salicylaldehyde dehydrogenase;4, salicylate hydroxylase;
5, catechol 2,3- oxygenase; 6, 2-hydroxymuconic semialdheyde dehydrogenase 7, 4-
oxalocrotonate tautomerase; 8, 4-oxalocrotonate decarboxylase; 9, 2-hydroxymuconic
semialdehyde hydrolase; 10, 4-hydroxy—2-oxovalerate aldolase;11, catechol 1,2-oxygenase;

12, cis cis-muconate lactonizing enzyme.. (Williams et al.,1975)
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Cerniglia y Heitkamp (1989) han sugerido los siguientes principios
aplicados a la degradacion de los HAPs:
1) Una gran variedad de bacterias, hongos y algas tienen la habilidad de
degradarlos.
2) La hidroxilacién de los HAPs implica la incorporacién de oxigeno molecular.
3) Los microorganismos procariotas metabolizan los HAPs con un ataque inicial
de una dioxigenasa para dar cis,dihidrodiol que ademas es oxidado para formar
dihidroxidos.
4) HAPs con mas de 3 anillos de benzeno no sirven como sustrato para el
crecimiento bacteriano lo que hace que este deba estar sujeto a una
transformacion co-metabdlica.
5) Muchos de los genes son codificados por plasmidos.
6) HAPs de bajos pesos moleculares como el naftaleno son degradados
rapidamente mientras que aquellos de alto peso como el antraceno o el
benzopireno son mas resistentes a la degradacion.
7) La biodegradacion ocurre con mayor eficiencia en la interfase
sedimento/agua.
8) La adaptacion microbiana puede ocurrir por continuas exposiciones a los
HAPs.

5. FACTORES QUE AFECTAN A LA BIODEGRADACION DE LOS
HIDROCARBUROS

5.1. Nutrientes.

Los microorganismos dependen de diversos nutrientes para su
supervivencia. A pesar de que los requerimientos son diferentes en funcion del
tipo de microorganismo de que se trate, todos necesitan nitrégeno, fésforo y
carbono.

En la descomposicion del fuel, la fuente de carbono no representa
ninguna limitacion ya que proviene de las propias moléculas organicas.

Existe cierta confusion y conflicto cuando se analiza la limitacion de la
biodegradacion de petréleo debido a la disponibilidad de nitrégeno y fésforo en
agua de mar. Mientras que un gran numero de investigadores han afirmado

que se trata de nutrientes limitantes (Ahn et al., 1998; Head and Swannell,
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1999); aunque con distintas conclusiones a cerca de la proporcion C/N, C/P
necesaria, otros han llegado a la conclusién opuesta, debido a que cuando se
consideran hidrocarburos solubles la solubilidad de estos es tan baja que
imposibilita que se dé un ratio C/N o C/P desfavorable (Atlas, 1981)

Segun Ahn et al. (1998) el naftaleno podria ser toxico para
Pseudomonas putida cuando no existe una fuente de nitrégeno y/o oxigeno.
Estos dos elementos son claves en la biodegradacion del naftaleno y
probablemente de otros HAPs, no solamente para el mantenimiento del
metabolismo que conduce a la degradacion, sino para la supresion de la
toxicidad que podria ocurrir si el naftaleno no es metabolizado y se acumulase
hasta niveles toxicos.

La fuente de nitrdgeno podria influir en los productos finales o
intermediarios del metabolismo del naftaleno. Diferentes fuentes de nitrogeno
durante la oxidacion del naftaleno pueden dar lugar a diferencias en la
morfologia celular, acumulacién de acido salicilico, evolucion de CO; y

produccion de un color amarillo en el medio (Aranha and Brown, 1981)

5.2. Variables ambientales.

Ademas de estos factores nutricionales existen varias variables
ambientales que influyen en la degradacion de los contaminantes organicos,
tanto en sistemas terrestres como acuaticos. Estas variables incluyen la
temperatura, pH, salinidad y, en particular la disponibilidad de oxigeno (Bauer
and Capone, 1985). A continuacién se comentan algunas de las condiciones
ambientales que pueden afectar al crecimiento y, por tanto, a la efectividad del

proceso de biodegradacion de los hidrocarburos:

5.2.1. Oxigeno.

Los pasos iniciales del catabolismo de hidrocarburos alifaticos, ciclicos y
aromaticos por parte de bacterias implican la oxidacion del sustrato mediante
oxigenasas, las cuales requieren oxigeno molecular. Normalmente no existen
condiciones limitantes en la superficie de la columna de agua o en las capas
superficiales de los ecosistemas bentonicos marinos.

Tradicionalmente, se ha considerado que la biodegradacién anaerdbica

de hidrocarburos tiene lugar a tasas despreciables, y que, por lo tanto, la
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importancia ecolégica es limitada. No obstante, posteriores investigaciones han
puesto de manifiesto la trascendencia de las rutas catabdlicas anaerdbicas en
la biorremediacion. (Leahy and Colwell, 1990)

En el caso concreto de la degradacién del naftaleno por Pseudomonas
putida G7 se ha demostrado que la carencia de oxigeno provocaba la muerte

de la misma en la presencia de naftaleno. (Ahn et al., 1998)

5.2.2. Salinidad

Cuando la concentracion de sal en las zonas afectadas por un vertido
son elevadas, Ila eliminacion de contaminantes con métodos de
biorremediacion convencionales resulta dificil. Concentraciones de sal elevadas
provocan alteraciones en las membranas de las células, pueden desnaturalizar
los enzimas implicados en el proceso o provocar la desecacion osmotica de las
células provocandoles su muerte ( Kargi and Dincer, 2000). EI numero de
estudios que analiza el efecto de la salinidad en la degradacion microbiolégica
de fueles es escaso, aunque su efecto perjudicial sobre la actividad microbiana
si ha sido descrito (Diaz et al., 2000). No obstante, se han obtenido diversos
microorganismos capaces de vivir y mantener las tasas de biodegradacion en

condiciones de salinidad elevadas (Diaz et al., 2000).

5.2.3. Temperatura

La temperatura es un parametro fundamental a considerar en la
biorremediacion in situ, ya que tanto la biodisponibilidad como la solubilidad de
los compuestos mas hidrofébicos dependen de este parametro. Un incremento
de temperatura provoca un descenso de la viscosidad y, por tanto, afecta al
grado de dispersion y al aumento de las tasas de difusion de los compuestos
organicos.

Temperaturas altas incrementan la metabolizacion de los hidrocarburos
normalmente hasta un maximo entorno a los 30 - 40°C, por encima de la cual la
toxicidad de los hidrocarburos aumenta para la membrana celular. (Leahy and
Colwell, 1990)

En comparacion con los ecosistemas mesofilicos, hay pocos ejemplos
de biorremediacion de lugares contaminados sometidos a bajas temperaturas.

Se han caracterizado diversos microorganismos adaptados a las bajas
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temperaturas, capaces de degradar hidrocarburos .El umbral para una
degradacion significativa es de 0°C (Siron et al., 1995). De la misma manera, a
temperaturas elevadas, como por ejemplo en las zonas litorales de regiones
semiaridas, también se han encontrado microorganismos termofilos, que
poseen un determinado potencial para la conversion de hidrocarburos.

En general la tasa de degradacion decrece cuando baja la temperatura,
lo cual se cree que esta relacionado con la disminucion de la actividad
enzimatica como consecuencia del efecto “Q10”. (Leahy and Colwell, 1990)

Ademas la solubilidad del oxigeno depende de la temperatura y este
como ya se ha comentado, es un factor fundamental en la biodegradacion

aerobica.

5.2.4. pH

Afecta a la solubilidad de muchos compuestos y, por tanto, a la
disponibilidad de productos que pueden afectar a la actividad biolégica.

El pH optimo para la actividad del sistema enzimatico naftaleno
dioxigenasa( fig.2) ,que cataliza el primer paso de la ruta catabdlica del
naftaleno es 7. Segun Dorn et al. 2003 el catabolismo del naftaleno esta

influenciado por el pH.

5.2.5. Concentracién de sustancias contaminantes

En aquellos casos en los que la concentracion de hidrocarburos es
demasiado elevada se produce una reduccién en la cantidad de oxigeno y
nutrientes disponibles. Esto crea una situacion de estrés para los

microorganismos que puede reducir su capacidad para degradar el fuel.

6. INMOVILIZACION

Una aproximacion efectiva para encontrar una solucion practica a la
contaminacion es concentrar los biodegradadores inmovilizandolos por medio
de soportes naturales o sintéticos con alta porosidad que permitan su uso en
diferentes tipos de reactor, o biofiltros a través de los cuales se haga pasar el

agua contaminada.
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La inmovilizacion de macromoléculas, células y enzimas ha sido
extensivamente estudiada durante los ultimos 20 afios debido a su gran
potencial en un amplio rango de campos, incluidos la medicina, alimentacion,
agroquimica, medio ambiente, almacenamiento celular, catalisis de reacciones
quimicas y otros.

Pese a ello existen muy pocas publicaciones de su aplicacion directa en

biorremediacion de areas contaminadas (Rahman et al., 2006)

La biodegradacion de compuestos organicos como el fenol, acido
dicloroacético, piridina o acetofenona se ha visto muy favorecida por la
inmovilizacion de los microorganismos en fibras o microparticulas elaboradas
con distintos polimeros naturales y/o sintéticos. Los polimeros protegen a los
microorganismo de la toxicidad del xenobidtico y/o mejoran las velocidades de
degradacion (Cassidy et al., 1997; Manohar y Karegoudar, 1998; Manohar et
al., 2001; Gardin y Pauss ,2001)

La biorremediacion de compuestos toxicos usando la tecnologia de
inmovilizacién de microorganismos ha sido estudiada empleando diferentes
transportadores que incluyen poliacrilamida (Manohar y Karegoudar, 1998;
Manohar et al., 2001; White y Thomas ,1990), alginato (Manohar 'y
Karegoudar, 1998; Manohar et al., 2001; Weir et al., 1995), o k-carragenina
(Cassidy et al., 1997; Manohar y Karegoudar, 1998; Manohar et al.,
2001;Gardin y Pauss ,2001)

Las principales ventajas de la inmovilizacion son: (i) estabilidad,
(i)elevada densidad celular,(iii) elevadas tasas de conversion, (iv) limitacién de
la inhibicidon por sustrato y toxicidad debido a limites difusionales (Abou Seoud
y Maachi, 2003) y (v) uso en reactores continuos (Manohar y
Karegoudar,2001) .

La inmovilizacion de las bacterias aumenta significativamente la
biodegradacion de crudo en comparacion con células libres en un amplio rango
de salinidad (Diaz et al., 2002)
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La degradacion de naftaleno por células de Pseudomonas spp
inmovilizadas en alginato, agar y poliacrilamida ya ha sido estudiada,
demostrandose la efectividad de esta frente al uso de células libres. Esto
podria ser debido a un tipo de estabilizacion de membrana, que protegeria las

células mejorando las tasas de degradacion en las células inmovilizadas.

6.1. Alginato

Los alginatos son las sales del acido alginico, polisacarido natural, no
téxico, que se obtiene de algunas “algas marrones” como Macrocystis pyrifera,
Ascophyllum nodosum y Laminaria hyperborea.

Esta compuesto de dos unidades monoméricas, el acido-3-D-
manuronico (M) y el a-L-gulurénico (G). El contenido relativo de cada uno de
estos bloques depende del tipo de alga, de su grado de desarrollo y en menor
medida, de las condiciones de su crecimiento. La presencia mayoritaria de uno
u otro mondmero repercute ostensiblemente en las propiedades fisicoquimicas,
mecanicas y de gelificacion de los alginatos (Serp et al. ,2000). Este hecho,
unido a la gran variedad de alginatos existentes, ha suscitado un debate acerca

de la composicion mas adecuada para la elaboracion de las capsulas

Estos monémeros se unen como bloques formando una cadena.
La cadena polimérica que constituye el acido alginico y sus sales se compone
de tres tipos de regiones o bloques. Los bloques G contienen soélo unidades
derivadas del acido L-gulurénico, los M se basan enteramente en acido D-
manuronico y las regiones MG, que consisten en unidades alternadas de

ambos acidos (fig.3)
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Fig.3. Bloques G (&cido L-gulurénico); bloques M (4cido D-manurénico) y regiones MG.

Cuando dos cadenas de bloques G se alinean lado a lado resulta un

hueco en forma de diamante, el cual tiene la dimension ideal para acomodar en
su interior un ién calcio, formandose una estructura dimérica.
El alginato forma geles insolubles como consecuencia de su union a cationes
multivalentes como el calcio (Albarghouthi et al 2000). El calcio es el i6n
divalente de mayor uso en la formacién de geles de alginato debido a que sus
sales son econdmicas, de facil disponibilidad y no tdxicas. Las mas usadas son
el carbonato de calcio, sulfato, cloruro, fosfato o tartrato.

El modelo que explica la formacion de los geles de alginato con sales
calcicas se denomina "egg-box" (fig.4) y se basa en la formacion de una unidad
dimérica entre los iones calcio y las cadenas del polimero en forma de bucles
(regiones de bloques GG) (Grant et al., 1973).
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Fig. 4. Representacion grafica del modelo “Egg-box” .

La secuencia de residuos de acido gulurénico se cree que es la
responsable de las propiedades gelificantes del alginato con cationes
divalentes, mientras que las de manurdnico son las de interaccion preferente
con el agua. Por lo tanto, un alginato con elevados niveles de secuencias G
presentara una mayor afinidad por agentes de entrecruzamiento (cationes

polivalentes) que un alginato con bajo contenido en G .

M-rich network i3-rich network

M represents M-fractions

represerts cross-linked Gfractions

Fig.5. Redes de alginato.

El uso del alginato como matriz destinada a la inmovilizacién presenta
una serie de ventajas, como son: una elevada porosidad y estabilidad quimica
junto con un método de inmovilizacion rapido, simple y de bajo coste (Abou
Seoud y Maachi, 2003). Ademas la inmovilizacion de las bacterias en alginato
permite que estas se puedan reutilizar después de la biodegradacién sobre

crudo, sin que se vea comprometida su capacidad degradativa y evita que las
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células sean “lavadas” en sistemas de aguas “abiertas” con lo cual se reduce el
coste.(Rahman, 2006; Quek et al, 2006; Manohar y Karegoudar,2001 )

La principal desventaja que presenta es la desestabilizacion que sufre en
presencia de agentes quelantes de Ca* o cationes monovalentes (Serp et al.
,2000) asi como su inestabilidad cuando entra en contacto con elevadas
concentraciones de aniones fosfato, citrato y lactato, los cuales tienen afinidad

por los iones calcio. (Albarghouthi et al. ,2000)
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OBJETIVOS

El objetivo del presente proyecto es el desarrollo de un biofiltro
elaborado con bacterias con capacidad de degradar el naftaleno con el fin de
eliminar este contaminante del agua marina empleada en el cultivo de peces y
mariscos por las empresas de acuicultura instaladas en Galicia. En base a ello

se formulan los siguientes objetivos concretos:

1. Determinacion de la capacidad degradativa de naftaleno de los cultivos

puros de Pseudomonas stutzeri 19SMN4 .

2. Diseno de un método de inmovilizacion.

3. Mediciéon de la eficacia degradativa de las células inmovilizadas en agua de

mar.

4. Estudio de los requerimientos nutricionales de las células inmovilizadas en

agua de mar.

5. Determinacion de las condiciones Optimas de almacenamiento de las células
inmovilizadas.

6. Disefio de un biofiltro conteniendo los microorganismos inmovilizados.
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MATERIALES Y METODOS

1. CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO.

La cepa utilizada en este estudio fue Pseudomonas stutzeri 19SMN4
(sin. Pseudomonas putida 195mn4).

El medio utilizado para el precultivo de la bacteria contenia (por litro):
12,8 g Na;HPO, . 7H,0, 3 g de KHyPOy4, 0,5 g de NaCl, 1 g de NH4CI, 0,246 g
de MgS0O4 . 7H,0 and 0,147 g de CaCl,. 2H,0. El pH del medio se ajust6 a 7 y
se esterilizé a 121°C durante15 min. El medio esterilizado fue suplementado
con 15mg/l de Tween 80 y naftaleno (0,1% w/v)(Fluka, pureza>99%).

En los estudios de degradacién del naftaleno se utilizé agua de mar
estéril, recogida en la costa de Bueu (Pontevedra), su pH era de 8.20 y la
salinidad de 33 ppm. Cuando fue necesario se suplementd con una fuente de
fésforo en forma de K;HPO,4 en una relacion C/P de 30:1, y de nitrégeno
NH4NO3 en una relacion C/N de 10:1 (Ahn et al., 1998) . Se afiadi6 naftaleno a
una concentracién final de 25 mM o 10 mM.

El naftaleno se anadié a partir de un stock ( 80g/l) disuelto en hexano a
los recipientes esterilizados (121 °C, 15 min).Una vez evaporado el disolvente,
se afnadi6é el medio de cultivo estéril y se sometidé a ultrasonidos durante 5
minutos. Las muestras se incubaron en oscuridad para evitar la fotooxidacion
del naftaleno (McConkey et al.,2002).

2. METODOS ANALITICOS

El naftaleno fue extraido del medio de cultivo mediante la adicion de un
volumen de hexano (Panreac; PAIl)(Aranha y Brown,1981), la mezcla se agito
mediante voértex durante 5 minutos para conseguir que el naftaleno pasase a la
fase organica. Se transfirio a un tubo Corex y se centrifugd a 12000 rpm
durante 5 minutos en una centrifuga Beckman J2-MC con el fin de separar la
fase acuosa de la fase organica, de la cual se extrajo 1 mL. La cuantificacion
del naftaleno se llevdo a cabo mediante HPLC (model Waters).La columna
utilizada fue una Rexchrom phenyl 5 ym, 100A, (25 cmx4 x 4.6 mm); la fase
moévil fue 73% acetonitrilo - 23 %agua a un flujo de 1mL/min (Regis

Technologies, INC.)
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El volumen de inyeccion fue de 10 ul. La deteccion se realiz6 mediante
un detector Photodiode array waters (longitud de onda 254 nm).

La recta patron se construyo a partir de diferentes concentraciones de
naftaleno disuelto en hexano (1, 5, 10, 15, 20, 25,30 mM) realizandose cada

medicion por triplicado.

3. METODO DE INMOVILIZACION

La inmovilizacién se realizé mediante el método de Bettermann y Rehm,
(1984) con modificaciones .

Las células de P. stutzeri 19SMN4 fueron obtenidas por centrifugacion
(10.000 g, 10 min) desde el medio de precultivo en fase estacionaria temprana
(72h) y lavadas dos veces con una solucion 0,9% de NaCl.

Se utilizaron tres tipos de alginato: Aldrich 180947 (viscosidad 31,40 cP);
Sigma A0682 (viscosidad baja 240 cP) y A2033 (viscosidad media 3600 cP) .

El alginato (2% wi/vol ) fue disuelto en 0,9% NaCl durante toda la noche y
esterilizado en autoclave (121°C,15min) .Se preparo una
suspension de 50 mL conteniendo 2 g de células (peso
huamedo) en 48 mL de solucién de alginato, que se
resuspendio en 50 mL de solucién de alginato mediante
un  agitador magnético hasta su completa
homogenizacion.

La mezcla se extrudi6 a través de una aguja

hipodérmica (0,9 x 25; 20G1) gota a gota sobre una

solucion fria y estéril de CaCly(0,2M) (Sigma Aldrich) y
NaCl 0,9% .Las esferas asi formadas se mantuvieron en esta solucién a
temperatura ambiente y agitacion suave durante una hora para conseguir el
endurecimiento de las esferas. Finalmente las esferas se sometieron a varios
lavados con una solucién NaCl al 0,9% para eliminar el exceso de iones y las
células no atrapadas en la matriz de alginato.

Las esferas formadas, de un tamafo aproximado de 1,6mm (fig.6),
fueron almacenadas a 4°C en tubos de polipropileno conteniendo cada tubo 2

gramos de esferas.
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Fig.6. Micrografia electronica de Pseudomonas stutzeri 19SMN4 inmovilizada por

atrapamiento en matriz de alginato.

También se realizaron esferas sin afiadir inéculo bacteriano para ser

utilizadas como blancos y determinar la pérdida abidtica de naftaleno.

4. CONDICIONES DE CULTIVO

El preindéculo se cultivd a una temperatura de 30 °C y 180 rpm.

Para los estudios de degradacién se utilizaron botellas de 125 mL a las
que se anadié agua del mar (suplementada con nitrégeno y fésforo cuando fue
necesario) hasta un volumen final de 10 mL. El indculo utilizado fue:

- Estudio con las células inmovilizadas: 2 g de células inmovilizadas;
como control negativo se utilizaron esferas de alginato sin células.

- Estudio con las células libres: 1 mL de células libres; como control
negativo se utilizé agua de mar sin inéculo.

Todas las muestras se suplementaron con naftaleno a una
concentracion final de 10mM o 25 mM de la manera indicada en el apartado
“Cepas y medios de cultivo”.

Las muestras se incubaron a 30°C o 16 °C con agitacion (150 rpm).

Las muestras fueron retiradas a diversos intervalos de tiempo y su
contenido completo fue utilizado para determinar la degradacion de naftaleno.
Las muestras se almacenaron a -20 °C y fueron procesadas todas juntas e
inmediatamente antes de ser analizadas mediante HPLC, para evitar asi
errores motivados por la evaporacion del naftaleno durante su almacenamiento.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado.
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5. VIABILIDAD CELULAR

Esferas de alginato conteniendo las células inmovilizadas fueron lavadas
dos veces con una solucién de NaCl al 0,9% y resuspendidas en una solucion
de citrato sédico (Panreac) al 1% y pH 6 (Serp et al., 2000).Se mantuvieron en
un agitador vortex hasta la completa disolucion del alginato. A partir de esta
suspension se realizaron diluciones seriadas en medio LB.

Las placas se incubaron a 30°C y el recuento de las colonias se realizé

tras 48 horas de incubacion.
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RESULTADOS

1. RECTA PATRON
Para la determinacion cuantitativa del naftaleno se elabordé una recta

patron a partir de soluciones de naftaleno en hexano a unas concentraciones de:
1mM, 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM y 30mM.

Tabla 3. Resultados HPLC.

Concentracion
naftaleno Absorbancia

o A e

1 0,0164422 05

5 0,06403593 © 04

10 0,13363236 § 03

15 0,20165259 g o

20 0,27165346 RN | |

25 0,329859 0 10 20 30 40
30 0,39539895 concentracion (mM)

Fig.7. Recta Patron

La ecuacion de la recta a partir de la cual se han interpolado los datos de
este trabajo fue:
y =0.0133 x , siendo x la concentracion de naftaleno expresada en milimoles e

y la absorbancia obtenida al someter las muestras a HPLC .

2. EXTRACCION DEL NAFTALENO DE LAS MUESTRAS

El hexano es un compuesto completamente inmiscible en agua, menos
denso que esta, muy volatil y en el que se disuelve el naftaleno con facilidad.
Mediante el método de extraccién elegido el naftaleno existente en el medio de
cultivo (fase acuosa), tras un periodo de agitacion pasaba a la fase organica
(hexano). Tras la centrifugacion se forman dos fases perfectamente
diferenciables: la fase inferior que contiene el medio de cultivo y las células

(inmovilizadas o libres) y la fase superior con el naftaleno disuelto en el hexano.
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Se comprobd la fiabilidad del método mediante su aplicacion a muestras
de agua de mar con una concentracion conocida de naftaleno (26mM /10mM
/[1mM) a la que se le afadi6 para cada una de las concentraciones testadas 2
gramos de células inmovilizadas o 1ml de células libres.

Las muestras se analizaron inmediatamente después de haber sido
preparadas, de manera que el naftaleno no pudiese comenzar a ser consumido
por la bacteria.

En vista de los resultados (tabla 4) se puede afirmar que la pérdida de
naftaleno durante el procesado de las muestras es despreciable a las
concentraciones de trabajo y que el método de extraccion es eficaz. Este

método es valido tanto para las células inmovilizadas como libres.

Tabla. 4. Comprobacion de la fiabilidad del método de extraccién

Concentracion
Media areas

naftaleno (mM)
26mM inmov. 0,339207 25,504289
26mM libres 0,3355705 25,230866
10mM inmov. 0,1324567 9,9591519
10mM libres 0,1334516 10,033956
ImM inmov. 0,0117423 0,8828805
ImM inmov. 0,0095554 0,7184541
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3. EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS CELULAS
DE PSEUDOMONAS STUTZERI 19SMN4 INMOVILIZADAS.

Las células inmovilizadas se almacenaron a 4°C y -20°C, en tubos
conteniendo 2 gramos de esferas. Se extrajeron muestras transcurridos 15y 33
dias y se realiz6 un analisis de la viabilidad celular de las esferas.

El recuento de UFC realizado a las esferas recién formadas y tras 15 y 33 dias
almacenadas a 4 y -20 °C se muestran en la tabla 5.

Se observa que las células inmovilizadas pueden permanecer al menos un mes
almacenadas a 4°C sin que se produzca una pérdida de viabilidad considerable,
mientras que su almacenamiento a una temperatura de -20°C no es
recomendable. El mismo estudio fue llevado a cabo con los 3 tipos de alginato

conduciendo a los mismos resultados.

Tabla 5 . Efecto del almacenamiento a 4°C y a -20°C sobre la viabilidad de las células

inmovilizadas en alginato (viscosidad 31,4 cP)

_ ) Viabilidad (UFC 2g™) | Viabilidad (UFC 2g ?) -
Tiempo (dias)
4°C 20°C
1 3,0x10°
15 1,5x10° 1,2x10°
33 1,9x10° 48x10°

4. DEGRADACION DE NAFTALENO EN AGUA DE MAR

Se investigo el efecto que diversos factores tienen sobre la degradacién
del naftaleno en agua de mar. Los resultados de la biodegradacion mediante
células libres e inmovilizadas en alginato son presentados como el ratio de la
concentracion residual y la inicial ( C Co™") frente al tiempo.

Las esferas formadas con los tres tipos de alginato y sin indculo
bacteriano para evaluar la pérdida abidtica del naftaleno se utilizaron para
realizar las correcciones de los resultados obtenidos y evitar asi que las
pérdidas de naftaleno debidas a la evaporacion o a la adsorcion a las esferas

fuesen atribuidas a la degradacion realizada por las bacterias.
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4.1. Efecto del suplemento de nutrientes sobre la degradacion del
naftaleno

Para determinar si la disponibilidad de nitrogeno y fosforo limitaba el
consumo de naftaleno se investigd la degradacion de este hidrocarburo
mediante células libres en agua de mar con y sin suplemento de nutrientes (fig.8,
tabla 6).

Los resultados a una temperatura de 30°C muestran como una
concentracion inicial de naftaleno (25 mM) era practicamente degradada (93%)
dentro de los 6 primeros dias de incubacidén en aquellas muestras en las que el
agua de mar se habia suplementado con nitrogeno y fésforo, mientras que en
las que no lo fueron unicamente un 42% del naftaleno fue degradado
transcurrido ese tiempo.

Cuando la temperatura fue de 16°C y con una concentracion inicial de
naftaleno 10 mM (condiciones mas préximas a las existentes en el medio
marino) se comprobd que la presencia de nutrientes también afectaba a la
degradacion aunque en menor medida.

Estos resultados demuestran la importancia de suplementar el agua de
mar con nutrientes para obtener una mejor tasa de biodegradacion.

Por lo tanto todos los experimentos de biodegradacion siguientes fueron
desarrollados suplementando el agua de mar con fuentes de nitrogeno vy

fosforo.
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Fig.8. Degradacion de naftaleno mediante células libres en agua de mar a 30°C y una
concentracion inicial 25 mM de naftaleno con (=¢=) y sin suplemento de nutrientes ( =a=), y a
16 °C y una concentracién 10 mM de naftaleno con (=#=) y sin (=e=) suplemento de nutrientes.

Tabla 6. Valores absolutos de la degradacion naftaleno correspondientes a la figura 8.

Concentracion Concentracion
Dia residual Dia residual
naftaleno (mM) naftaleno (mM)
0 25 0 26,50
2 19,02 2 22,46
3 11,59 3 21,06
6 1,65 | 6 | 1536 |

Concentracion Concentracion
Dia residual naftaleno Dia residual
(mM) naftaleno (mM)
0 9,60 0 9,60
2 6,85 2 8,29
3 5,01 3 6,84
6 4,30 6 6,25
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4.2. Efecto de la temperatura sobre la degradacion.

Se analizé la biodegradacion de naftaleno a 30 y 16 °C para determinar
la influencia de la temperatura en el proceso. Las temperaturas seleccionadas
corresponden respectivamente a las condiciones 6ptimas de crecimiento de
Pseudomonas y a la temperatura media del agua de mar registrada en las
costas de Galicia.

Los resultados muestran que cuando la temperatura de incubacién fue
de 30°C tanto en el caso de células libres como inmovilizadas la degradacion
era practicamente completa transcurridos 6 dias, mientras que cuando la
temperatura fue de 16°C unicamente el 22% era degradado en el caso de las
células libres y el 33% en el caso de las células inmovilizadas (fig. 9, tabla7).

El hecho de que en las mismas condiciones las células inmovilizadas
tengan una tasa de degradacidn mayor que las células libres puede ser
motivado porque los limites difusionales establecidos por el alginato protegen a
la bacteria de la inhibicién por sustrato (Abou Seoud and Maachi, 2003).

Se observa como la degradacion es mucho mas lenta a 16°C que la
realizada a una temperatura de 30°C. La disminucién en la velocidad de
degradacion a 16 °C puede ser motivado por la solubilidad y por lo tanto
biodisponibilidad del naftaleno y la tasa metabdlica , la cual decrece cuando
se incrementa la temperatura (Shiu and Mackay, 2006; Bossert and
Bartha,1984).
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Fig.9. Degradacion de una concentracion inicial de naftaleno 25 mM mediante células libres
(naranja) e inmovilizadas (negro) en agua de mar suplementada con nutrientes a una

temperatura de 16 °C ( ==, =¢=)y 30°C ( =0—, m@=).

Tabla 7. Valores absolutos de la degradacion de naftaleno correspondientes a la figura
9.

Concentracion Concentracion
Dia residual Dia residual
naftaleno (mM) naftaleno (mM)
0 25 0 26,50
2 19,02 2 25,28
3 11,59 5 22,60
6 1,65 6 20,55

Concentracion Concentracion
Dia residual Dia residual
naftaleno (mM) naftaleno (mM)
0 25 0 26,7
2 17,62 3 19,04
3 14,87 5 18,64
6 0 7 17,14
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Tras 3 dias de incubacién podia observarse una coloracion marrén en el
medio de los cultivos incubados a 30°C, la cual podria ser debida a la
acumulacion de catecol, un producto intermedio de la degradacion del
naftaleno. Segun un estudio realizado por Park et al. (2004) la aparicién de un
pigmento marrén es debida a una autooxidacion no enzimatica del catecol
(producto intermediario del catabolismo del naftaleno) y compuestos

relacionados con este.

Fig. 10. Coloracion del medio de cultivo tras tres dias de incubacion a diferentes temperaturas:
1- Células inmovilizadas en alginato cultivadas a 30°C; 2- células inmovilizadas en alginato

cultivadas a 16°C; 3- células libres cultivadas a 30°C; 4- células libres cultivadas a 16°C.

4.3. Efecto de la concentracion inicial de naftaleno.

Cuando se redujo la concentracion de naftaleno en el medio desde
25mM a una concentracion 10 mM se observo que aumentaba la velocidad de
degradacion tanto con las células libres como inmovilizadas cultivadas a 16°C.
En el caso de las células libres (fig.11, tabla 8) tras 6 dias de cultivo el 55% de
una concentracion 10 mM de naftaleno habia sido degradada, mientras que
cuando la concentracion inicial fue de 25 mM unicamente se degrado el 22%.
En el caso de las células inmovilizadas (fig.12,tabla 9) transcurridos 3 dias y
con una concentraciéon inicial de 10 mM se habia consumido el 60% del
naftaleno con las células inmovilizadas en alginato de 240 cP y 3600 cP
mientras que a una concentracion de 25 mM unicamente habia sido degradado

el 18,5%, vy el 28,7% respectivamente. Transcurridos 7 dias estas diferencias
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eran mas notables entre ambas concentraciones iniciales (fig.12). El hecho de
que la cantidad total de naftaleno degradado sea mas baja con una
concentracion inicial de 25 mM posiblemente esta relacionado con el efecto
téxico de este hidrocarburo. Como se muestra en las figuras 11 y 12, este
efecto toxico no es tan acusado en el caso de las células inmovilizadas puesto
que transcurridos 6 dias la tasa de degradacién es del 33% con el alginato de
3600 cPy 25% con el alginato de 240 cP en relacion al 22 % cuando se usan
células libres.

La tasa degradativa era menor transcurridos los 3 primeros dias de
cultivo. Este hecho probablemente es debido a la acumulacion de productos del
metabolismo en el medio de cultivo. Tras 7 dias de cultivo el pH del medio
habia descendido desde 7,25 (pH del agua de mar con suplemento de
nitrégeno y fosforo) a 5,64; el pH optimo para la actividad de la naftaleno
dioxigenasa es 7,0 (Dorn et. al, 2003). Esta disminucion de pH puede estar
motivada porque se utiliz6 NH4sNO3; como fuente de nitrégeno para suplementar
el medio, un estudio realizado por Aranha y Lewis (1981) sugiere que la
utilizacién de esta fuente de nitrégeno puede llevar a una acumulacién de acido
salicilico, producto intermediario del catabolismo del naftaleno y una reduccién

del pH en el medio.

—0— Libres / 16 °C/ 25 mM con NP

12 —t— |_ibres / 16°C/ 10 mM con NP

1

r

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

0 T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
time (days)

Fig.11. Degradacién de una concentracion inicial de naftaleno 25 mM ( =0= ¥ 10 MM ( i)

mediante células libres en agua de mar suplementada con nitrégeno y fosforo.
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Tabla 8. Valores absolutos de la degradacion de naftaleno correspondientes a la

figura 11.

Concentracion
residual
naftaleno (mM)

9,60

6,85

5,01

D(W|IN|O

4,30

Concentracion
residual
naftaleno (mM)

26,5

25,28

22,60

O|ON|O

20,55

1,2 -

—m— 3600cP/ 16°C / 25mM con NP
—m@—240cP / 16°C / 25mM con NP
—&—3600cP / 16°C / 10mM con NP
—A—240cP / 16°C / 10mM con NP

T T T 1

6 8 10 12
time (days)

Fig.12. Degradaciéon de una concentracion inicial de naftaleno 25 mM (cuadrados) y 10 mM

(triangulos) mediante células inmovilizadas en alginato de 3600 CP ( ===, —ge= )y 240 cP

(=m@=, =A=) cultivadas en agua de mar suplementada con nitrégeno y fésforo.
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Tabla 9. Valores absolutos de la degradacién de naftaleno correspondientes a la figura
12.

Concentracion Concentracion

Dias residual Dias residual
naftaleno naftaleno (mM)
(mM) 0 10

0 10 3 3,99

3 4,27 7 1,96

7 1,98

Concentracion Concentracion
Dia residual Dia residual
naftaleno (mM) naftaleno (mM)
0 26,7 0 25,7
3 19,04 3 20,94
5 18,64 5 19,64
7 17,14 7 18,84
10 16,54 10 17,04

4.4. Efecto de la viscosidad del alginato.

Se utilizé alginato de tres viscosidades diferentes para testar la viabilidad
de las células inmovilizadas y la degradacion de naftaleno como se describe en
materiales y métodos.

La forma de las esferas era mas regular en el caso de las formadas con
alginato de 3600 cP, las esferas realizadas con alginato de viscosidad 31,4 cP
eran mucho mas irregulares. Tras siete dias de cultivo parte de las esferas
formadas con alginato de viscosidad 31,4 cP se habian fragmentado, mientras
que aquellas formadas con alginato de mayor viscosidad (240 cP y 3600 cP)
aparentemente no habian experimentado cambios en su estructura. Este hecho
llevd a descartar las esferas formadas con alginato de 31,4 ,cP en los

siguientes experimentos.
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La concentracién inicial de naftaleno utilizada para estos experimentos
fue de 10 mM debido a que los resultados obtenidos previamente mostraban
una menor toxicidad para las células a esta concentracién y de hecho esta
concentracion se aproxima mas a la que pueden existir en agua de mar
contaminada en condiciones reales .

En la figura 12 se puede observar como la viscosidad del alginato no
influye en la velocidad de degradacion del naftaleno. Asi, tras 7 dias de cultivo
las esferas realizadas con ambos tipos de alginato habian degradado
aproximadamente la misma cantidad de naftaleno presente en el medio.

Para analizar la capacidad de retencion celular de las esferas se analizd el
numero de células viables que contenian transcurridos 3 y 7 dias, asi como el
numero de células presentes en el medio (tabla 10). Transcurridos tres dias se
observaba una reduccion en el numero de células viables en las esferas. Esto
responde probablemente a una pérdida inicial de células debido a la muerte

celular o a la salida de las células desde las esferas al medio de cultivo.

Tabla 10.Efecto de la viscosidad del alginato sobre la viabilidad de Pseudomonas
stutzeri 19SMN4 inmovilizada cultivada en agua de mar suplementada con nitrégeno
y fésforo, a una concentracion inicial de naftaleno de 25 mM y a una temperatura de

16°C transcurridos 3 y 7 dias.

Células viables
3 dias 7dias
esferas (UFC 2g') 4,6x107 6,0 x 107
medio (UFC mL ™) nd 8,0 x 102
esferas (UFC 2g') 2,9x10” 6,6 x 107
medio (UFCmL"') 3,2x10* nd

In6culo Viscosidad

9,2 x 108 UFC 2g" 3600cP

9,9 x 108 UFC 2g™ 240cP

nd — no determinado.

Tras siete dias se observd un ligero incremento en el numero de células
viables en las esferas. Los resultados muestran que las esferas formadas con
alginato de viscosidad elevada son mas efectivas reteniendo las células, ya que
el numero de células viables presentes en el medio es menor que en aquellos

cultivos con esferas de alginato de menor viscosidad.
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5. ESQUEMA DEL BIOFILTRO CONTENIENDO LAS BACTERIAS INMOVILIZADAS

—: Salida de agua
Bomba

ﬂ 23 ﬂ
i+
Esponja . . b Vaso de plast
- < aso de plastico
i 4 inerte
. & *l:
L a - Py
.. " ow * 4
Recipiente de ﬂ e H ﬂ
plastico inerte” | |+ 1 Esferas de alginato
oy 2% con Pseudomonas
: L inmovilizadas
[ i Al
&
Cono poroso de : e
plastico inerte . +2
* -
:
. 2
: 2%
Q-I
: v
ﬁ 't a':"" ﬂ
Entrada ., + HIE «~y Entrada
de agua = de agua

En la imagen podemos observar un esquema del biofiltro destinado a
ser colocado en la entrada de agua de las piscifactorias, constaria de:
Entrada de agua en la cual habria una valvula de ajuste con la que se pueda
graduar el caudal.
Las flechas indican la direccidn del flujo de agua marina. El flujo debe ser
constante y estable (independiente de las variaciones de presién de la red de
agua salada), ademas el caudal de agua no debera ser demasiado fuerte, para
evitar que las esferas con las células inmovilizadas se depositen en el fondo del

filtro.
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El filtro tendria una carcasa cilindrica con dos tubos concéntricos en su interior.
La esponja situada entre las células inmovilizadas y cilindro interior estaria
destinada a garantizar la retencion de las posibles células que se pudiesen
liberar desde las esferas de alginato.

La salida estaria situada en la parte superior para evitar el apilamiento de las
células por gravedad. La entrada de agua baja y la salida alta aumentaria
ademas la aireacion del agua.

Una bomba regularia la salida del agua de manera que el tiempo de retencion
sea el suficiente para que se produzca la degradacion completa del

hidrocarburo.
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CONCLUSIONES

1. La temperatura 6ptima de almacenamiento de las células inmovilizadas en
alginato es de 4°C. En estas condiciones se conserva su viabilidad durante al

menos un mes.

2. Pseudomonas stutzeri 199SMN4 degrada eficientemente naftaleno en agua

de mar.

3. La metabolizacion del naftaleno es mayor cuando se afiaden nutrientes al

agua de mar.

4. La degradacion es mas lenta a 16°C que la realizada a una temperatura de
30°C.

5. La capacidad para degradar naftaleno se mantiene tras la inmovilizacion
celular por atrapamiento en esferas de alginato bajo las diferentes condiciones

ensayadas.

6. Las esferas formadas con alginato de viscosidad elevada son mas efectivas

reteniendo las células.

7. Cuando la temperatura de incubacion es de 16°C (proxima a la que tendria
el agua empleada en las piscifactorias) existe una degradacion efectiva del
naftaleno, sobre todo cuando la concentracion de este no es demasiado

elevada.

Estos estudios ponen de manifiesto el gran potencial de Pseudomonas
stutzeri 19SMN4 inmovilizada en alginato para el desarrollo de tecnologias para
el tratamiento de aguas marinas in situ con concentraciones no muy elevadas

de naftaleno.
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