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INTRODUCION

1. ACCIDENTES MARITIMOS

Na actualidade, un dos problemas ambientais mais preocupantes son as
verteduras de petréleo no mar coa conseguinte contaminacion da costa. Estes
producense como consecuencia dunha combinacion de diferentes accions e
circunstancias. En primeiro lugar estan as operaciéns que, de forma cotia,
levan a cabo nos buques, tales como as operacions de carga, descarga e
almacenamento do fuel. Non entanto, o maior impacto ocorre cando se
producen accidentes: fallos no casco, encallado dos buques, incendios ou
colisiéns. Nestes casos, os derrames aumentan dramaticamente ata centos de
miles de toneladas, producindose as mareas negras e os desastres ecoldxicos,
culturais e econdmicos tanto no mar como nas zonas costeiras que quedan
arrasadas Exxon Valdez (1989), Nakhodka (1997), Prestige (2002).

A recente marea negra provocada polo accidente do buque Prestige puxo de
manifesto as limitacions coas que contamos a nivel espafiol e europeo para dar
resposta rapida e eficaz a situaciéns de potencial crise alimentaria. Pero ao
mesmo tempo, e a pesar da confrontacion social e politica que esta catastrofe
supuxo, pode representar unha oportunidade de aprendizaxe da que se
deberian derivar unha serie de ferramentas que permitan afrontar futuras crises

en mellores condicions (Fernandez L. e Freire J.,2005).

2. HHDROCARBUROS DO PETROLEO

O petréleo estda composto por unha mestura de hidrocarburos que poden
agruparse en catro clases: saturados, aromaticos, asfaltenos e resinas (Colwell
e Walker, 1977).
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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 (excepto | Crudo ligero: 55-90
2 Cicloalcanos: anillos saturados. {(3]15) g ( P Crudo pgesaciu' 55-80
?"CE@S: 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 3, N 6 O,
2 Asfaltenos: compuestos de gran tamafio

Muy haja degradacian
Muy baja solubilidad en agua vy
toxicidad

Gasolina: 0

Diesel: 0-2

Crudo ligero: 1-15
Crudo pesado: 5-40

Fuel oil pesado: 10-30

Taboa 1. Caracteristicas dos compofientes dos derivados do petréleo (Iniesta e Blanco, 2005)

A disolucién é a transferencia de compostos hidrosolubles do fuel ao auga e
empeza a ocorrer inmediatamente logo de producirse a vertedura. A sua
importancia reside en que € o mecanismo polo que se transfire a toxicidade do
fuel ao auga, pois fai biodispofibles os compostos mais toxicos e hidrosolubles
do petroleo, os hidrocarburos aromaticos, en especial os de baixo peso
molecular (benceno, tolueno, naftaleno e fenantreno) para os organismos

marifios (Iniesta e Branco, 2005).

Os hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) estan formados por, polo
menos, dous aneis aromaticos de benceno (fig.1). A sua solubilidade en auga &
moi reducida e diminue co aumento do peso molecular e numero de
substitucidons. A sua volatilidade é tamén moi baixa. Son os hidrocarburos mais
toxicos do petroleo e tefien unha elevada persistencia e gran afinidade polos

tecidos graxos, o que favorece o seu bioacumulacion.
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Fig.1. Estrutura quimica dalguns hidrocarburos aromaticos policiclicos.

O naftaleno € o hidrocarburo aromatico policiclico de menor tamano e maior
solubilidade. Tratase dun hidrocarburo aromatico de baixo peso molecular con
dous aneis bencénicos. E moderadamente volatil cun punto de ebulicién de 218
°C e unha solubilidade en auga de 31,7 mg/L a 25°C. (Preuss et ao., 2003).

O naftaleno e os seus derivados metilados (metilnaftalenos) adoitan ser os

HAPs dominantes na maioria dos fueles e crus, e tamén os que antes se
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perden por disolucion. As probas de solubilidade realizadas co fuel do Prestige
amosaron que, tras expor o fuel durante 5 dias ao auga de mar, o composto

disolto mais abundante foi o naftaleno (Iniesta e Branco, 2005) (Taboa 2)

Concentracion (pg/L)

Hidrocarburo

Fuel puro Fuel emulsionado
Benceno a8 9
Toluenao 62 17
Etilbencena 1683 57
Meta-xileno 28 11
Para-xileno 1.3 4.4
Orto-xileno a0 12
1-metil-3-etilbencano S0 4.4
1-metil-4-etilbenceno 4.0 192
1,3 5-trimetilbencenc 45 24
1-metil-2-etilbencano T4 36
1,2 d-trimetilbencenc 22 12
1,2 3-trimetilbencenc 1.3 6.7
1,24 S-tetrametilbencenc £E0 35
1,2, 3. 44etrametilbencenc 7.5 £3
Maftaleno Ta 3
Acenaftileno 1.4 1.5
Acenafteno 48 54
Fluareno 1.8 1.8
Fenantreno 26 27
Antraceno 0.2 0.1
Fluaranteno a7 03

Taboa 2. Concentraciéon de hidrocarburos en auga de mar tras 5 dias de contacto co fuel do
Prestige

3. TOXICIDADE DOS HIDROCARBUROS PARA OS ORGANISMOS

A Axencia Internacional de Investigacion sobre o Cancro (IARC, Lyon)
clasifica os fueles pesados como compostos de potencial cancerixeno 2B. Iso
quere dicir que se dispon de evidencia suficiente da sua actividade
carcinoxénica a partir de estudos con animais de experimentacion pero que as
probas sobre a actividade carcinoxénica en humanos son insuficientes

(Axencia Espafiola de Seguridade Alimentaria, 2003).
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En xeral, dito potencial cancerixeno atribuese aos hidrocarburos aromaticos
policiclicos presentes nas fraccions de petréleo. Entre eles destacan os 16
compostos incluidos na lista de contaminantes prioritarios da Axencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (Environmental Protection Agency,
EPA) : naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benz[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[ah]antraceno, benzo[ghi]perileno
e indeno[1,2,3-cd]pireno. (EPA, 1986).

Dende o ano 2000, no que a US National Toxicology Program atopou claras
evidencias da actividade carcinoxénica do naftaleno en ratas, as axencias
internacionais: International Agency for Research on Cancer (IARC), a US
Environmental  Protection Agency (US EPA), e a Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) reclasificaron o naftaleno como un posible

carcinoxénico humano (Preuss et al., 2003).

Demostrouse que a exposicion sistematica ao naftaleno e os seus derivados
causa enfermidades e perturbacions no metabolismo humano (Agency for

Toxic Substances and Disease Registry , 1990)

A exposicion ao naftaleno relacionouse coa anemia hemolitica en persoas con
deficiencia en glicosa-6- fosfato deshidroxenasa e en nenos recentemente
nados (Manohar e Karegoudar ,1998) e inhibe o consumo de osixeno en varios
organismos. Estudos experimentais en animais demostraron que os HAPs
poden presentar outros efectos (hematoloxicos, inmunoldxicos ou sobre a
reproducion). Con todo, estes efectos aparecen en doses moi superiores as

que poden atoparse nos alimentos.

O risco para o consumidor producese pola integracion dos HAPs na cadea
alimentaria. A inmensa maioria de sustancias carcinoxénicas non ilustran casos
de toxicidade aguda no medio alimentario. Neste caso, o perigo esencial € a
toxicidade cronica, é dicir o consumo habitual de produtos contaminados, que
pode producir efectos sobre a saude a longo prazo (Axencia Espafola de

Seguridade Alimentaria, 2003; Fernandez e Freire, 2005).
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Demostrouse que o naftaleno e 2-metilnaftaleno concéntranse en organismos
marifios, tanto en vertebrados como en invertebrados (Sharanagouda e
Karegoudar, 2001).

Os peixes incorporan da auga os hidrocarburos mais solubles, como os
compostos monoaromaticos (benceno, tolueno, etilbenceno e xileno), os
alcanos de cadea curta e os HAPs de baixo peso molecular como o naftaleno
(Roubal et ao., 1978)

Ao problema do consumo polo home destes produtos contaminados con
hidrocarburos sumanse os diferentes problemas fisioloxicos e bioquimicos nos
organismos marifios afectados, que van ter consecuencias sobre a sua

viabilidade e éxito reprodutivo, e poden provocar alteracions xenéticas.

4. BIORREMEDIACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

O termo biorremediacion utilizase para describir unha variedade de sistemas
que utilizan organismos vivos (plantas, fungos, bacterias, etc.) para degradar
ou transformar compostos organicos toxicos en produtos metabdlicos inocuos
ou menos toxicos. Esta estratexia bioloxica depende das actividades
catabdlicas dos organismos, e por conseguinte da utilizacion dos
contaminantes como fonte de alimento e enerxia. Para que isto ocorra, é
necesario favorecer as condicions para o crecemento e a biodegradacion (Van
Deuren et ao., 1997).

O uso de tecnoloxias de biorremediacion para o tratamento de sitios
contaminados é unha opciéon que presenta vantaxes con respecto a métodos
fisicos e quimicos: (i) son efectivas e ambientalmente seguras; (ii) os
contaminantes destruense ou transférmanse;(iii) pédense aplicar in situ (iv)
xeralmente non se requiren tratamentos adicionais; (v) adoitan presentar
vantaxes econdmicas. En contrapartida adoita tratarse de procesos lentos, que
involucran moitas etapas e que se realizan baixo condicibns ambientais

complexas e non modificables.
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Desde os estudos pioneiros de ZoBell (1946) en ambientes marinos, illaronse
numerosas cepas bacterianas de ambientes litorais e oceanicos capaces de

degradar diferentes hidrocarburos.

En ambientes acuaticos, os principais xéneros de bacterias e fungos con esta
capacidade son, Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus,
Nocardia, Vibrio,  Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,

Flavobacterium, Candida, Rhodotorula e Sporobolomyces. (Atlas, 1981)

Non todos os hidrocarburos degradanse coa mesma facilidade. En xeral as
taxas de biodegradacion diminuen co aumento do peso molecular e
complexidade dos hidrocarburos. As taxas de biodegradacion dos
hidrocarburos aromaticos son inversamente proporcionais ao numero de aneis
e de substitucions. (Leahy e Colwell, 1990; Atlas ,1981)

A degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos de 2 e 3 aneis
aromaticos (naftaleno, fluoreno e fenantreno) cun consorcio de
microorganismos ou mediante cepas puras foi obxecto de numerosas
publicacions (Sepic et ao., 1997). lllaronse un gran numero de especies de
Pseudomonas con capacidade de utilizar hidrocarburos do petréleo (Atlas,
1981).

A capacidade para degradar naftaleno por parte de microorganismos
pertencentes & especie Pseudomonas putida foi previamente descrita (Park et
ao. 2004;Dorn et ao. , 2003;Ahn et ao., 1998 ;Guerin e Boyd ,1995)

Nas ultimas duas décadas estudouse cumpridamente a ruta biodegradativa
deste composto en bacterias pertencentes a este xénero. Nestes organismos,
0s xenes degradativos (a miudo denominados xenes nah) atépanse localizados
en dous operodns: a via degradativa superior codifica para a conversion de
naftaleno a salicilato, e a via degradativa inferior codifica para a transformacion

de salicilato a metabolitos centrais via catecol (fig.2)(Yen and Serdar, 1988).
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Xeralmente a informacién xenética par a degradacion de hidrocarburos nas

especies de seudomonas atopase en plasmidos (Habe and Omori, 2003 )
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Fig.2 Metabolismo de compostos aromaticos por Pseudomonas Pg  Para o naftaleno, R = H;
para o 2- metilnaftaleno, R= CH; .R entre paréntese representa posibles alternativas
equivalentes. Os numeros corresponden as encimas: 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 e Heitkamp (1989) suxeriron os seguintes principios aplicados
a degradacion dos HAPs:
1) Unha gran variedade de bacterias, fungos e algas tefien a habilidade de
degradalos.
2) A hidroxilacion dos HAPs implica a incorporaciéon de osixeno molecular.
3) Os microorganismos procariotas metabolizan os HAPs cun ataque inicial
dunha diosixenasa para dar cis,dihidrodiol que ademais é oxidado para formar
dihidréxidos.
4) HAPs con mais de tres aneis de benzeno non serven como substrato para o
crecemento bacteriano o que fai que este deba estar suxeito a unha
transformacién co-metabdlica.
5) Moitos dos xenes son codificados por plasmidos.
6) HAPs de baixos pesos moleculares como o naftaleno son degradados
rapidamente mentres que aqueles de alto peso como o antraceno ou o
benzopireno son mais resistentes a degradacion.
7) A biodegradacion ocorre con maior eficiencia na interfase sedimento/auga.

8) A adaptacién microbiana pode ocorrer por continuas exposicions aos HAPs.

5. FACTORES QUE AFECTAN A BIODEGRADACION DOS HIDROCARBUROS

5.1. Nutrientes

Os microorganismos dependen de diversos nutrientes para a sua
supervivencia. A pesar de que os requirimentos son diferentes en funcién do
tipo de microorganismo de que se trate, todos necesitan nitréxeno, fosforo e
carbono. Na descomposicion do fuel, a fonte de carbono non representa

ningunha limitacién xa que provén das propias moléculas organicas.

Existe certa confusion e conflito cando se analiza a limitacion da
biodegradacion de petréleo debido a dispofiibilidade de nitroxeno e fosforo en
auga de mar. Mentres que un grande numero de investigadores afirmaron que
se trata de nutrientes limitantes (Ahn et ao., 1998; Head and Swannell ,1999);
ainda que con distintas conclusidons a preto da proporcion C/N, C/P necesaria,

outros chegaron a conclusion oposta, debido a que cando se consideran
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hidrocarburos solubles a solubilidade destes é tan baixa que imposibilita que se
dea un cociente C/N ou C/P desfavorable (Atlas, 1981)

Segundo Ahn et ao. (1998), o naftaleno poderia ser toxico para Pseudomonas
putida cando non existe unha fonte de nitroxeno e/ou osixeno. Estes dous
elementos son claves na biodegradacion do naftaleno e probablemente doutros
HAPs, non soamente para o mantemento do metabolismo que conduce a
degradacion, senon para a supresion da toxicidade que poderia ocorrer se 0

naftaleno non € metabolizado e acumulasese ata niveis toxicos.

A fonte de nitréxeno poderia influir nos produtos finais ou intermediarios do
metabolismo do naftaleno. Diferentes fontes de nitréxeno durante a oxidacion
do naftaleno poden dar lugar a diferenzas na morfoloxia celular, acumulacién
de acido salicilico, evolucion de CO2 e produciéon dunha cor amarela no medio
(Aranha and Brown, 1981)

5.2. Variables ambientais.

Ademais destes factores nutricionais existen varias variables ambientais que
influen na degradacion dos contaminantes organicos, tanto en sistemas
terrestres como acuaticos. Estas variables incluen a temperatura, pH,
salinidade e, en particular a disponibilidade de osixeno (Bauer and Capone,
1985). A continuacion coméntanse algunhas das condicions ambientais que
poden afectar ao crecemento e, xa que logo, a efectividade do proceso de

biodegradacion dos hidrocarburos:

5.2.1. Osixeno.

Os pasos iniciais do catabolismo de hidrocarburos alifaticos, ciclicos e
aromaticos por parte de bacterias implican a oxidacion do substrato mediante
osixenasas, as cales requiren osixeno molecular. Normalmente non existen
condicions limitantes na superficie da columna de auga ou nas capas

superficiais dos ecosistemas benténicos marifios.

Eliminacién de naftaleno mediante inmobilizaciéon de bacterias




Tradicionalmente, considerouse que a biodegradaciéon anaerdbica de
hidrocarburos ten lugar a taxas despreciables, e que, polo tanto, a importancia
ecoloxica € limitada. Non entanto, posteriores investigacions puxeron de
manifesto a transcendencia das rutas catabdlicas anaerdbicas na

biorremediacion. (Leahy and Colwell, 1990)

No caso concreto da degradacion do naftaleno por Pseudomonas putida
G7 demostrouse que a carencia de osixeno provocaba a morte da mesma na

presenza de naftaleno. (Ahn et ao., 1998)

5.2.2. Salinidade

Cando a concentraciéon de sal nas zonas afectadas por unha vertedura
son elevadas, a eliminacién de contaminantes con métodos de biorremediacién
convencionais resulta dificil. Concentracions de sal elevadas provocan
alteracions nas membranas das células, poden desnaturalizar as encimas
implicadas no proceso ou provocar a desecacidon osmotica das células
provocandolles a sua morte (Kargi and Dincer, 2000). O numero de estudos
que analiza o efecto da salinidade na degradacién microbioldxica de fueles é
escaso, ainda que o seu efecto prexudicial sobre a actividade microbiana si foi
descrito (Diaz et ao., 2000). Non entanto, obtivéronse diversos
microorganismos capaces de vivir e manter as taxas de biodegradacion en

condicions de salinidade elevadas (Diaz et ao., 2000).

5.2.3. Temperatura
A temperatura é un parametro fundamental a considerar na biorremediacion in
situ, xa que tanto a biodisponibilidade como a solubilidade dos compostos mais
hidrofébicos dependen deste parametro. Un incremento de temperatura
provoca un descenso da viscosidade e, xa que logo, afecta ao grao de

dispersion e ao aumento das taxas de difusion dos compostos organicos.

Temperaturas altas incrementan a metabolizacion dos hidrocarburos
normalmente ata unha maxima ao redor dos 30 - 40°C, por encima da cal a
toxicidade dos hidrocarburos aumenta para a membrana celular. (Leahy and
Colwell, 1990)
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En comparacion cos ecosistemas mesofilicos, hai poucos exemplos de
biorremediacion de lugares contaminados sometidos a baixas temperaturas.
Caracterizaronse diversos microorganismos adaptados as baixas temperaturas,
capaces de degradar hidrocarburos. O limiar para unha degradacion
significativa € de 0°C (Siron et ao., 1995). Do mesmo xeito, a temperaturas
elevadas, por exemplo nas zonas litorais de rexidns semiaridas, tamén se
atoparon microorganismos termdfilos, que posuen un determinado potencial

para a conversion de hidrocarburos.

En xeral a taxa de degradacion decrece cando baixa a temperatura, o cal se
cre que esta relacionado coa diminucion da actividade encimatica como
consecuencia do efecto “Q10”. (Leahy and Colwell, 1990). Ademais a
solubilidade do osixeno depende da temperatura e este, como xa se comentou,

€ un factor fundamental na biodegradacion aerodbica.

5.2.4. pH.

Afecta a solubilidade de moitos compostos e, por tanto, & disponibilidade
de produtos que poden afectar a actividade bioldxica.

O pH 6ptimo para a actividade do sistema enzimatico naftaleno
diosixenasa( fig.2), que cataliza o primeiro paso da ruta catabdlica do naftaleno
é 7. Segundo Dorn et al. 2003 o catabolismo do naftaleno esta influenciado

polo pH.

5.2.5. Concentracion de substancias contaminantes

Naqueles casos nos que a concentracion de hidrocarburos é demasiado
elevada se produce unha reducién na cantidade de osixeno e nutrientes
dispoiibles. Isto crea unha situacion de tension para os microorganismos que

pode reducir a sua capacidade para degradar o fuel.
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6. INMOBILIZACION

Unha aproximacion efectiva para atopar unha solucion practica a
contaminacioén é concentrar os biodegradadores inmobilizandoos por medio de
soportes naturais ou sintéticos con alta porosidade que permitan o seu uso en
diferentes tipos de reactor, ou biofiltros a través dos cales fagase pasar a auga

contaminada.

A inmobilizacion de macromoléculas, células e encimas foi extensivamente
estudada durante os ultimos vinte anos debido ao seu gran potencial nun
amplo rango de campos, incluidos o farmacéutico, alimentacién, agroquimica,
medio ambiente, almacenamento celular, catalise de reaccidons quimicas e
outros. A pesar diso existen moi poucas publicacions da sua aplicacién directa

en biorremediacion de areas contaminadas (Rahman et ao., 2006)

A biodegradacion de compostos organicos como o fenol, acido dicloroacético,
piridina ou acetofenona viuse moi favorecida pola inmobilizacion dos
microorganismos en fibras ou microparticulas elaboradas con distintos
polimeros naturais e/ou sintéticos. Os polimeros protexen aos microorganismo
da toxicidade do xenobidtico e/ou melloran as velocidades de degradacion
(Cassidy et ao., 1997; Manohar e Karegoudar, 1998; Manohar et ao., 2001;
Gardin e Pauss ,2001)

A biorremediacion de compostos téxicos usando a tecnoloxia de inmobilizacion
de microorganismos foi estudada empregando diferentes transportadores que
incluen poliacrilamida (Manohar e Karegoudar, 1998; Manohar et al., 2001;
White e Thomas ,1990), alxinato (Manohar e Karegoudar, 1998; Manohar et
al., 2001; Weir et al., 1995), ou k-carragenina (Cassidy et al., 1997; Manohar e
Karegoudar, 1998; Manohar et al., 2001;Gardin e Pauss ,2001)

As principais vantaxes da inmobilizacion son: (i) estabilidade, (ii)elevada
densidade celular,(iii) elevadas taxas de conversion, (iv) limitacidon da inhibicién
por substrato e toxicidade debido a limites difusionais (Abou Seoud e Maachi,

2003) e (v) uso en reactores continuos (Manohar e Karegoudar,2001).
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A inmobilizacién das bacterias aumenta significativamente a biodegradacioén de
cru en comparacion con células libres nun amplo rango de salinidade (Diaz et
ao., 2002)

A degradacion de naftaleno por células de Pseudomonas spp inmobilizadas en
alxinato, agar e poliacrilamida xa foi estudada, demostrandose a efectividade
desta fronte ao uso de células libres. Isto poderia ser debido a un tipo de
estabilizacion de membrana, que protexeria as células mellorando as taxas de

degradacion nas células inmobilizadas.

6.1. Alxinato.

Os alxinatos son as sales do acido alxinico, polisacarido natural, non
téxico, que se obtén dalgunhas “algas marrons” como Macrocystis pyrifera,
Ascophyllum nodosum e Laminaria hyperborea.

Esta composto de duas unidades monomeéricas, o acido-p-D-manurdnico
(M) e o a-L-gulurénico (G). O contido relativo de cada un destes bloques
depende do tipo de alga, do seu grao de desenvolvemento e en menor medida,
das condicibns do seu crecemento. A presenza maioritaria dun ou outro
mondémero repercute ostensiblemente nas propiedades fisicoquimicas,
mecanicas e de xelificacion dos alxinatos (Sera et al. ,2000). Este feito, unido a
gran variedade de alxinatos existentes, suscitou un debate acerca da
composicién mais axeitada para a elaboracion das capsulas.

Estes mondmeros uUnense como bloques formando wunha cadea.
A cadea polimeriza que constitue o acido alxinico e os seus sales componse de
tres tipos de rexions ou bloques. Os bloques G contefen s6 unidades
derivadas do acido L-gulurénico, os M baséanse enteiramente en acedo D-
manuronico e as rexions MG, que consisten en unidades alternadas de ambos

os acidos (fig.3).
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Fig.3. Bloques G (&cido L-gulurénico); bloques M (4cido D-manurénico) e rexions MG.

Cando duas cadeas de bloques G alifianse lado a lado resulta un oco en
forma de diamante, o cal ten a dimensién ideal para acomodar no seu interior

un ion calcio, formandose unha estrutura dimérica.

O alxinato forma xeles insolubles como consecuencia da sua unién a cations
multivalentes como o calcio (Albarghouthi et ao 2000). O calcio € o i6n
divalente de maior uso na formacién de xeles de alxinato debido a que os seus
sales son econdmicas, de facil dispofibilidade e non toxicas. As mais usadas

son o carbonato de calcio, sulfato, cloruro, fosfato ou tartrato.

O modelo que explica a formacion dos xeles de alxinato con sales calcicas
denominase "egg-box" (fig.4) e baséase na formacion dunha unidade dimérica
entre os idns calcio e as cadeas do polimero en forma de bucles (rexiéns de
bloques GG) (Grant et ao., 1973).
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Fig. 4. Representacion grafica do modelo “Egg-box”

A secuencia de residuos de acido gulurdnico se cre que é a responsable
das propiedades xelificantes do alxinato con cations divalentes, mentres que as
de manurénico son as de interaccion preferente coa auga. Polo tanto, un
alxinato con elevados niveis de secuencias G presentara unha maior afinidade

por axentes de entrecruzamento (cations polivalentes) que un alxinato con

baixo contidoen G .

M-rich network i3-rich network

M represents M-fractions

represerts cross-linked Gfractions

Fig.5. Redes de alxinato.

O uso do alxinato como matriz destinada a inmobilizacion presenta unha

serie de vantaxes, como son: unha elevada porosidade e estabilidade quimica
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xunto cun método de inmobilizacién rapido, simple e de baixo custo (Abou
Seoud e Maachi, 2003). Ademais a inmobilizacién das bacterias en alxinato
permite que estas se poidan reutilizar logo da biodegradacién sobre cru, sen
que se vexa comprometida a sua capacidade degradativa e evita que as
células sexan “lavadas” en sistemas de augas “abertas” co cal reducese o
custo. (Rahman, 2006; Quek et ao, 2006; Manohar e Karegoudar,2001 )

A principal desvantaxe que presenta € a desestabilizacion que sofre en
presenza de axentes quelantes de Ca+2 ou catidons monovalentes (Serp et ao.
,2000) asi como a sua inestabilidade cando entra en contacto con elevadas
concentracions de anidons fosfato, citrato e lactato, os cales tefien afinidade

polos idns calcio. (Albarghouthi et ao. ,2000)
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OBXECTIVOS

O obxectivo do presente proxecto € o desenvolvemento dun biofiltro
elaborado con bacterias con capacidade de degradar o naftaleno coa fin de
eliminar este contaminante da auga marina empregada no cultivo de peixes e
mariscos polas empresas de acuicultura instaladas en Galicia. En base a iso se

formulan os seguintes obxectivos concretos:

1. Determinacion da capacidade degradativa de naftaleno dos cultivos puros de

Pseudomonas stutzeri 19SMN4 .

2. Deseno dun método de inmobilizacion.

3. Medicién da eficacia degradativa das células inmobilizadas en auga de mar.

4. Estudo dos requirimentos nutricionais das células inmobilizadas en auga de

mar.

5. Determinacion das condicidons optimas de almacenamento das células
inmobilizadas.

6. Deseno dun biofiltro contendo os microorganismos inmobilizados.
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MATERIAIS E METODOS

1. CEPAS E MEDIOS DE CULTIVO

A cepa utilizada neste estudio foi Pseudomonas stutzeri 19SMN4 (sin.
Pseudomonas putida 195mn4).

O medio utilizado para o precultivo da bacteria contifia (por litro): 12,8 g
Na;HPO, . 7H,0, 3 g de KH2PO4, 0,5 g de NaCl, 1 g de NH4Cl, 0,246 g de
MgS0O4 . 7H,0O and 0,147 g de CaCl,. 2H,O. O pH do medio axustouse a 7 e
esterilizouse a 121°C durante15 min. O medio esterilizado foi suplementado
con 15mg/l de Tween 80 e naftaleno (0,1% w/v)(Fluka, pureza>99%).

Nos estudios de degradacion do naftaleno empregouse auga de mar
estéril, recollida na costa de Bueu (Pontevedra), o seu pH era de 8.20 e a
salinidade de 33 ppm. Cando foi necesario se suplementou cunha fonte de
fosforo en forma de Ky;HPO4 nunha relacion C/P de 30:1, e de nitréxeno
NH4NO3; nunha relacion C/N de 10:1 (Ahn et al., 1998) . Engadiuse naftaleno a
unha concentracion final de 25 mM ou 10 mM.

O naftaleno engadiuse a partir dun stock ( 80g/l) disolto en hexano aos
recipientes esterilizados (121 °C, 15 min). Unha vez evaporado o disolvente,
engadiuse o medio de cultivo estéril e se someteu a ultrasons durante 5
minutos. As mostras incubaronse en escuridade para evitar a fotooxidacion do
naftaleno (McConkey et al.,2002).

2. METODOS ANALITICO

O naftaleno foi extraido do medio de cultivo mediante a adicion dun volume de
hexano (Panreac; PAIl)(Aranha e Brown,1981), a mestura axitouse mediante
vortex durante 5 minutos para conseguir que o naftaleno pasase a fase
organica. Transferiuse a un tubo Corex e se centrifugou a 12.000 rpm durante 5
minutos nunha centrifuga Beckman J2-MC co fin de separar a fase acuosa da
fase organica, da cal extraeuse 1 mL. A cuantificaciéon do naftaleno levou a
cabo mediante HPLC (model Waters). A columna utilizada foi unha Rexchrom
phenyl 5 um, 100A (25 cmx4 x 4.6 mm); a fase mobil foi 73% acetonitrilo - 23%

auga a un fluxo de 1mL/min (Regis Technologies, INC.)
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O volume de inxeccién foi de 10 ul. A deteccion realizouse mediante un
detector Photodiode array waters (lonxitude de onda 254 mM).
A recta patron construir a partir de diferentes concentracions de naftaleno
disolto en hexano (1, 5, 10, 15, 20, 25,30 mM) realizandose cada medicion por

triplicado.

3. METODO DE INMOBILIZACION

A inmobilizacién realizouse mediante o método de Bettermann e Rehm ,
(1984) con modificaciéns .

As células de P. stutzeri 19SMN4 foron obtidas por centrifugacion
(10.000 g, 10 min) desde o medio de precultivo en fase estacionaria tempera
(72h) e lavadas duas veces cunha solucién 0,9% de NaCl.

Empregaronse tres tipos de alxinato: Aldrich 180947 (viscosidade 31,40
cP); Sigma A0682 (viscosidade baixa 240 cP) e A2033 (viscosidade media
3600 cP) .

O alxinato (2% w/vol ) foi disolto en 0,9% NaCl durante toda a noite e
esterilizado en autoclave (121°C,15min) . Preparouse
unha suspension de 50 mL contendo 2 g de células
(peso humido) en 48 mL de solucion de alxinato, que se
resuspendeu en 50 mL de solucién de alxinato mediante
un axitador magnético ata a sua completa
homoxeneizacion.

A mestura extrudiuse a través dunha agulla
hipodérmica (0,9 x 25; 20G1) gota a gota sobre unha
solucidn fria e estéril de CaCly(0,2M) (Sigma Aldrich) e

NaCl 0,9%. As esferas asi formadas mantivéronse nesta solucidon a

temperatura ambiente e axitacion suave durante unha hora para conseguir o
endurecemento das esferas. Finalmente, as esferas se someteron a varios
lavados cunha solucién NaCl ao 0,9% para eliminar o exceso de i6ns e as
células non atrapadas na matriz de alxinato.

As esferas formadas, dun tamano aproximado de 1,6mm (fig.6), foron
almacenadas a 4°C en tubos de polipropileno contendo cada tubo 2 gramos de

esferas.
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Fig.6. Micrografia electrénica de Pseudomonas stutzeri 19SMN4 inmobilizada por atrapamento

en matriz de alxinato.

Tamén se realizaron esferas sen engadir inéculo bacteriano para ser

utilizadas como brancos e determinar a perda abidtica de naftaleno.

4. CONDICIONS DE CULTIVO

O preinéculo cultivouse a unha temperatura de 30 °C e 180 rpm.

Para os estudios de degradacion se utilizaron botellas de 125 mL as que
se engadiu auga do mar (suplementada con nitréxeno e fésforo cando foi
necesario) ata un volume final de 10 mL. O in6culo empregado foi:

- Estudio coas células inmobilizadas: 2 g de células inmobilizadas; como
control negativo se utilizaron esferas de alxinato sen células.

- Estudio coas células libres: 1 mL de células libres; como control
negativo empregouse auga de mar sen inoculo.

Todalas mostras suplementaronse con naftaleno a unha concentracion
final de 10mM ou 25 mM da maneira indicada no apartado “Cepas e medios de
cultivo”.

As mostras incubaronse a 30°C ou 16 °C con axitacion (150 rpm).

As mostras foron retiradas a diversos intervalos de tempo e o seu
contido completo foi empregado para determinar a degradacién de naftaleno.
As mostras se almacenaron a -20 °C e foron procesadas todas xuntas e
inmediatamente antes de ser analizadas mediante HPLC, para evitar asi erros
motivados pola evaporacion do naftaleno durante o seu almacenamento.

Todolos experimentos se realizaron por duplicado.
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5. VIABILIDADE CELULAR

Esferas de alxinato contendo as células inmobilizadas foron lavadas
duas veces cunha solucion de NaCl ao 0,9% e resuspendidas nunha solucién
de citrato sédico (Panreac) ao 1% e pH 6 (Serp et al., 2000). Mantivéronse nun
axitador vortex ata a completa disolucion do alxinato. A partir desta suspension
se realizaron dilucidéns seriadas en medio LB.

As placas incubaronse a 30°C e o reconto das colonias realizouse tras

48 horas de incubacion.
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RESULTADOS

1. RECTA PATRON

Para a determinacion cuantitativa do naftaleno se elaborou unha recta
patrén a partir de soluciéns de naftaleno en hexano a unhas concentracions de:
TmM, 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM e 30mM.

Concentracion
naftaleno Absorbancia
Patron y =0,0133x
(mM) R? = 0,0994
1 0,0164422 0,5
s 04 .
5 0,06403593 § 03 /
10 0,13363236 g 021
15 0,20165259 < 01
0 ‘ ‘ ,
20 0,27165346 0 10 20 30 40
25 0,329859 concentracién (mM)
30 0,39539895 Fig.7. Recta Patron

Téaboa 3. Resultados HPLC.

A ecuacion da recta a partir da cal se interpolaron os datos deste traballo
foi: y = 0.0133 x, sendo x a concentracion de naftaleno expresada en milimoles

e y a absorbancia obtida ao someter as mostras a HPLC .

2. EXTRACCION DO NAFTALENO DAS MOSTRAS

O hexano é un composto completamente inmiscible en auga, menos
denso que esta, moi volatili e no que se disolve o naftaleno con facilidade.
Mediante o método de extraccion elixido o naftaleno existente no medio de
cultivo (fase acuosa), tras un periodo de axitacidbn pasaba a fase organica
(hexano). Tras la centrifugacion se forman duas fases perfectamente
diferenciables: a fase inferior que contén o medio de cultivo e as células
(inmobilizadas ou libres) e a fase superior co naftaleno disolto no hexano.

Comprobouse a fiabilidade do método mediante a sua aplicacion a

mostras de auga de mar cunha concentracion cofecida de naftaleno (26mM
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/10mM /1mM) & que se lle engadiu para cada unha das concentracions testadas
2 gramos de células inmobilizadas ou 1ml de células libres.
As mostras analizaronse inmediatamente despois de ter sido preparadas,
de maneira que o naftaleno non puidese comezar a ser consumido pola bacteria.
En vista dos resultados (Taboa 4) pdédese afirmar que a perda de
naftaleno durante o procesado das mostras € desprezable as concentracions de
traballo e que o método de extraccion é eficaz. Este método € valido tanto para

as células inmobilizadas como libres.

Concentracion
Media areas

naftaleno (mM)
26mM inmob. 0,339207 25,504289
26mM libres 0,3355705 25,230866
10mM inmob. 0,1324567 9,9591519
10mM libres 0,1334516 10,033956
ImM inmob. 0,0117423 0,8828805
ImM inmov. 0,0095554 0,7184541

Taboa. 4. Comprobacion da fiabilidade do método de extraccion

3. EFECTO DO ALMACENAMENTO SOBRE A VIABILIDADE DAS CELULAS DE
PSEUDOMONAS STUTZERI 19SMN4 INMOBILIZADAS

As células inmobilizadas almacenaronse a 4°C e -20°C, en tubos que contifian
dous gramos de esferas. Extraéronse mostras transcorridos 15 e 33 dias e
realizouse unha analise da viabilidade celular das esferas. O reconto de UFC
realizado as esferas recentemente formadas e tras 15 e 33 dias almacenadas a
4 e -20 °C moéstranse na Taboa 5.

Obsérvase que as células inmobilizadas poden permanecer polo menos un mes
almacenadas a 4°C sen que se produza unha perda de viabilidade considerable,

mentres que o seu almacenamento a unha temperatura de -20°C non é
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recomendable. O mesmo estudo foi levado a cabo cos tres tipos de alxinato

conducindo aos mesmos resultados.

Taboa 5 . Efecto do almacenamento a 4°C e a -20°C sobre a viabilidade das células

inmobilizadas en alxinato (viscosidade 31,4 cP) .

] Viabilidade (UFC 2g™)| Viabilidade (UFC 2g ™)
Tempo (dias)
4°C -20°C
1 3,0x10°
15 1,5 x10° 1,2x10°
33 1,9 x10° 48x10°

4. DEGRADACION DE NAFTALENO EN AUGA DE MAR

Investigouse o efecto que diversos factores tefien sobre a degradacion do
naftaleno en auga de mar. Os resultados da biodegradacion mediante células
libres e inmobilizadas en alxinato son presentados como o cociente da
concentracion residual e a inicial ( C C0-1) fronte ao tempo.

As esferas formadas cos tres tipos de alxinato e sen indculo bacteriano para
avaliar a perda abidtica do naftaleno utilizaronse para realizar as correccions
dos resultados obtidos e evitar asi que as perdas de naftaleno debidas a
evaporacidon ou a absorcidon as esferas fosen atribuidas a degradacion

realizada polas bacterias.

4.1. Efecto do suplemento de nutrientes sobre a degradacion do naftaleno

Para determinar se a disponibilidade de nitréxeno e fosforo limitaba o
consumo de naftaleno investigouse a degradacion deste hidrocarburo mediante
células libres en auga de mar con e sen suplemento de nutrientes (fig.8, Taboa
6). Os resultados a unha temperatura de 30°C amosan como unha
concentracion inicial de naftaleno (25 mm) era practicamente degradada (93%)

dentro dos 6 primeiros dias de incubacion naquelas mostras nas que a auga de
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mar habiase suplementado con nitréxeno e fésforo, mentres que nas que non o

foron unicamente un 42% do naftaleno foi degradado transcorrido ese tempo.

Cando a temperatura foi de 16°C e cunha concentracion inicial de
naftaleno 10 mM (condiciéns mais préximas as existentes no medio marifio)
comprobouse que a presenza de nutrientes tamén afectaba a degradacion

ainda que en menor medida.

Estes resultados demostran a importancia de suplementar a auga de
mar con nutrientes para obter unha mellor taxa de biodegradacién. Polo tanto
tédolos experimentos de biodegradacion seguintes foron desenvolvidos

suplementando a auga de mar con fontes de nitroxeno e fosforo.

—A— Libres / 30°C / 25mM sin NP
12 - —<o—Libres / 30°C / 25mM con NP
—@— Libres / 16°C / 10mM sin NP
;o 1 —8—Libres / 16°C / 10mM con NP
&)
5 0.8
&
2 06
<
&
£ 04 -
]
3
® 0,2 -
o
0 T T T 1
0 2 4 6 8
time (days)

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

nutrientes.
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Concentracion Concentracion
Dia residual naftaleno residual
(mM) naftaleno (mM)
0 25 0 26,50
2 19,02 2 22,46
3 11,59 3 21,06
6 1,65 6 15,36

Concentracioén Concentracion
Dia residual naftaleno 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

Taboa 6. Valores absolutos da degradacion naftaleno correspondentes a figura 8.

4.2. Efecto da temperatura sobre a degradacion.

Analizouse a biodegradacién de naftaleno a 30 e 16 °C para determinar
a influencia da temperatura no proceso. As temperaturas seleccionadas
corresponden respectivamente as condicions optimas de crecemento de
Pseudomonas e & temperatura media da auga de mar rexistrada nas costas de
Galicia.

Os resultados amosan que cando a temperatura de incubacion foi de
30°C tanto no caso de células libres como inmobilizadas, a degradacién era
practicamente completa transcorridos 6 dias, mentres que cando a temperatura
foi de 16°C, unicamente o 22% era degradado no caso das células libres e o

33% no caso das células inmobilizadas (fig. 9, Taboa7).

O feito de que nas mesmas condiciones as células inmobilizadas tefian
unha taxa de degradacion maior que as células libres pode ser motivado
porque os limites difusionais establecidos polo alxinato protexen a bacteria da
inhibicion  por  substrato  (Abou  Seoud and Maachi, 2003).

Obsérvase como a degradacion € moito mais lenta a 16°C que a realizada a
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unha temperatura de 30°C. A diminucion na velocidade de degradacién a 16 °C
pode ser motivado pola solubilidade e, polo tanto, biodisponibilidade do
naftaleno e a taxa metabdlica, a cal decrece cando se incrementa a
temperatura (Shiu and Mackay, 2006; Bossert and Bartha,1984).

—o—Libres / 25 mM / 30°C con NP
—m—Libres / 25 mM / 16°C con NP
—o— 3600cP / 25mM / 30°C con NP
—e— 3600cP / 25 mM /16°C con NP

1,2

0,8 4

0,6 -

0,4 4

Residual naphthalene (C G ')

0,2 -

0 T T
0 2 4 6 8

time (days)

Fig.9. Degradacion dunha concentracion inicial de naftaleno 25 mM mediante células libres
(laranxa) e inmobilizadas (negro) en auga de mar suplementada con nutrientes a unha
temperatura de 16 °C ( ==, =¢=) & 30°C (=0=, =@=).

Taboa 7. Valores absolutos da degradacion de naftaleno correspondentes a figura 9.

Concentracion Concentracioén
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
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Concentracion Concentracién
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

Tras tres dias de incubacion, podia observarse unha coloracion marrén
no medio dos cultivos incubados a 30°C, a cal poderia ser debida a
acumulacién de catecol, un produto intermedio da degradacion do naftaleno.
Segundo un estudio realizado por Park et al. (2004) a aparicion dun pigmento
marrén € debida a unha autooxidacion non enzimatica do catecol (produto

intermediario do catabolismo do naftaleno) e compostos relacionados con este.

Fig. 10. Coloracion do medio de cultivo tras tres dias de incubacién a diferentes temperaturas:
1- Células inmobilizadas en alxinato cultivadas a 30°C; 2- células inmobilizadas en alxinato

cultivadas a 16°C; 3- células libres cultivadas a 30°C; 4- células libres cultivadas a 16°C.
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4.3. Efecto da concentracion inicial de naftaleno.

Cando se reduciu a concentracion de naftaleno no medio desde 25mM a

unha concentracion 10 mM observouse que aumentaba a velocidade de
degradacion tanto coas células libres como inmobilizadas cultivadas a 16°C.
No caso das células libres (fig.11,Taboa 8) tras seis dias de cultivo o 55%
dunha concentracién 10 mM de naftaleno fora degradada, mentres que cando a
concentracion inicial foi de 25 mM unicamente se degradou o 22%. No caso
das células inmobilizadas (fig.12,Taboa 9) transcorridos tres dias e cunha
concentracion inicial de 10 mM se consumira o 60% do naftaleno coas células
inmobilizadas en alxinato de 240 cP e 3600 cP mentres que a unha
concentracion de 25 mM unicamente fora degradado o 18,5%, e o 28,7%
respectivamente. Transcorridos sete dias estas diferenzas eran mais notables
entrambalas concentracions iniciais (fig.12). O feito de que a cantidade total de
naftaleno degradado sexa mais baixa cunha concentracién inicial de 25 mM
posiblemente esta relacionado co efecto toxico deste hidrocarburo. Como se
amosan nas figuras 11 e 12, este efecto toxico non é tan acusado no caso das
células inmobilizadas posto que transcorridos 6 dias, a taxa de degradacién é
do 33% co alxinato de 3600 cP, e 25% co alxinato de 240 cP en relacién ao 22
% cando se usan células libres.

A taxa degradativa era menor transcorridos os tres primeiros dias de
cultivo. Este feito probablemente é debido a acumulacion de produtos do
metabolismo no medio de cultivo. Tras sete dias de cultivo, o pH do medio
descendera desde 7,25 ( pH do auga de mar con suplemento de nitréxeno e
fésforo) a 5,64; o pH 6ptimo para a actividade da naftaleno diosixenasa é 7,0
(Dorn et. al, 2003). Esta diminucion de pH pode estar motivada porque se
utilizou NH4NO3; como fonte de nitroxeno para suplementar o medio, un estudo
realizado por Aranha e Lewis (1981) suxire que a utilizacion desta fonte de
nitroxeno pode levar a unha acumulacion de acido salicilico, produto

intermediario do catabolismo do naftaleno e unha reducién do pH no medio.
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Fig.11. Degradacion dunha concentracion inicial de naftaleno 25 MM (=0=- € 10 MM (=il

mediante células libres en auga de mar suplementada con nitréxeno e fosforo.

Dia

Concentracioén
residual
naftaleno
(mM)

9,60

6,85

5,01

OWINIO

4,30

T&boa 8. Valores absolutos da degradacién de naftaleno correspondentes a figura 11.

Dia

Concentracion
residual
naftaleno
(mM)

26,5

25,28

22,60

O|OAN|O

20,55
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—@— 3600cP/ 16°C / 25mM con NP
—@—240cP / 16°C / 25mM con NP
—a&— 3600cP / 16°C / 10mM con NP
1 —A—240cP / 16°C / 10mM con NP

1,2 4

time (days)

Fig.12. Degradacion dunha concentracion inicial de naftaleno 25 mM (cadrados) e 10 mM
(triangulos) mediante células inmobilizadas en alxinato de 3600 CP (=== =—ge=) e 240 cP

(=@, =A=) cultivadas en auga de mar suplementada con nitréxeno e fésforo.
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Concentracién

Concentraciéon

Dias residual
naftaleno (mM)
0 10
3 4,27
7 1,98

Dia

Concentracion
residual
naftaleno (mM)

Dias residual
naftaleno (mM)
0 10
3 3,99
7 1,96

26,7

Dia

Concentracion
residual
naftaleno (mM)

19,04

25,7

18,64

20,94

17,14

19,64

—
olYNla|w|o

16,54

18,84

Taboa 9. Valores absolutos da degradacion de naftaleno correspondentes a figura 12.

4.4. Efecto da viscosidade do alxinato.

Empregouse alxinato de tres viscosidades diferentes para testar a
viabilidade das células inmobilizadas e a degradacion de naftaleno como se
describe en materiais e métodos.

A forma das esferas era mais regular no caso das formadas con alxinato de
3600 cP, as esferas realizadas con alxinato de viscosidade 31,4 cP eran moito
mais irregulares. Tras sete dias de cultivo parte das esferas formadas con
alxinato de viscosidade 31,4 cP fragmentaranse, mentres que aquelas
formadas con alxinato de maior viscosidade (240 cP e 3600 cP) aparentemente
non experimentaran cambios na sua estrutura. Este feito levou a descartar as
esferas formadas con alxinato de 31,4 ,cP nos seguintes experimentos.

A concentracion inicial de naftaleno utilizada para estes experimentos foi de 10
mM debido a que os resultados obtidos previamente mostraban unha menor

toxicidade para as células a esta concentracion e, de feito, esta concentracion

—
olYNoa|w| o

17,04
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aproximase mais a que poden existir en auga de mar contaminada en
condicions reais .

Na figura 12 se pode observar como a viscosidade do alxinato non influe
na velocidade de degradacion do naftaleno. Asi, tras sete dias de cultivo, as
esferas realizadas con ambos tipos de alxinato degradaron aproximadamente a
mesma cantidade de naftaleno presente no medio.

Para analizar a capacidade de retencion celular das esferas analizouse o
numero de células viables que contifian transcorridos 3 e 7 dias, asi como o
numero de células presentes no medio (Taboa 10). Transcorridos tres dias,
observabase unha reducién no namero de células viables nas esferas. Isto
responde probablemente a unha perda inicial de células debido a morte celular

ou a saida das células desde as esferas ao medio de cultivo.

Células viables
Viscosidade 3 dias 7dias

Inéculo

esferas (UFC 2g") 4,6x100 6,0x 10
medio (UFCmL™) nd 8,0x 1(?
esferas (UFC 2g') 2,9x10 6,6 x 10
medio (UFCmL"') 3,2 x10* nd

9,2 x 1®UFC 2g’ 3600cP

9,9 x 108 UFC 2g 240cP

nd — non determinado.

Taboa 10. Efecto da viscosidade do alxinato sobre a viabilidade de Pseudomonas stutzeri
19SMN4 inmobilizada cultivada en auga de mar suplementada con nitroxeno e fésforo, a unha
concentracion inicial de naftaleno de 25 mM e a unha temperatura de 16°C transcorridos 3 e 7

dias.

Tras sete dias observouse un lixeiro incremento no numero de células
viables nas esferas. Os resultados amosan que as esferas formadas con
alxinato de viscosidade elevada son mais efectivas retendo as células, xa que o
numero de células viables presentes no medio € menor que naqueles cultivos

con esferas de alxinato de menor viscosidade.
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5. Esquema do biofiltro contendo as bacterias inmobilizadas

— Salida de agua

Bomba
]I 2 Sos H
. * ..- # :
Esponja o 3 Vaso de plastico
* .
v L inerte
< e
vy e
. . o & -p
Recipiente de W ot I ﬂ
plastico inerte” | |:7 11 Esferas de alginato
ol % con Pseudomonas
o : 4 —1inmovilizadas
ﬂ . e ﬂ
] = & o
Cono poroso de ot (0
plastico inerte 5 * te
:l- ::
ll-: 5
: = & il-i!-
- +§ "
g = &
ﬂ 1 ote ﬂ
S o * o
Entrada ., : 1|3 Rl L= Entrada
de agua : de agua

Na imaxe podemos observar un esquema do biofiltro destinado a ser colocado
na entrada de auga das piscifactorias, constaria de: Entrada de auga na cal
haberia unha valvula de axuste coa que se poida graduar o caudal.

As frechas indican a direccion do fluxo de auga marifa. O fluxo debe ser
constante e estable (independente das variacions de presion da rede de auga
salgada), ademais o caudal de auga non debera ser demasiado forte, para
evitar que as esferas coas células inmobilizadas depositense no fondo do filtro.
O filtro teria unha carcasa cilindrica con dous tubos concéntricos no seu

interior. A esponxa situada entre as células inmobilizadas e cilindro interior
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estaria destinada a garantir a retencién das posibles células que se puidesen
liberar desde as esferas de alxinato.

A saida estaria situada na parte superior para evitar o apilamento das células
por gravidade. A entrada de auga baixa e a saida alta aumentaria ademais a
aireacion da auga.

Unha bomba regularia a saida da auga de maneira que o tempo de retencion

sexa o suficiente para que se produza a degradacion completa do hidrocarburo.
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CONCLUSIONS

1. A temperatura optima de almacenamento das células inmobilizadas en
alxinato é de 4°C. Nestas condicidns se conserva a sua viabilidade durante ao

menos un mes.

2. Pseudomonas stutzeri 199SMN4 degrada eficientemente naftaleno en auga

de mar.

3. A metabolizacién do naftaleno € maior cando se engaden nutrientes a auga

de mar.

4. A degradacion é mais lenta a 16°C que a realizada a unha temperatura de
30°C.

5. A capacidade para degradar naftaleno mantense tras a inmobilizacion celular
por atrapamento en esferas de alxinato baixo as diferentes condiciéns

ensaiadas.

6. As esferas formadas con alxinato de viscosidade elevada son mais efectivas

retendo as células.

7. Cando a temperatura de incubacion é de 16°C (préxima a que teria a auga
empregada nas piscifactorias) existe unha degradacion efectiva do naftaleno,

sobre todo cando a concentracion deste non é demasiado elevada.

Estes estudos pofien de manifesto o grande potencial de Pseudomonas
stutzeri 19SMN4 inmobilizada en alxinato para o desenvolvemento de
tecnoloxias para o tratamento de augas marifias in situ con concentracions non

moi elevadas de naftaleno.
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