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Resumen

En los ecosistemas, las bacterias pueden estar sometidas a estrés oxidativo tanto por la degradacion de
hidrocarburos como por la presencia de NaCl. Para la biorremediacion de hidrocarburos de petréleo, se
requieren microorganismos capaces de degradar los hidrocarburos de petréleo ademés de tolerar
condiciones salinas. Los antioxidantes permiten reducir el estrés oxidativo. El orujo de uva, que esta poco
valorizado en Chile, se caracteriza por un alto contenido en diferentes compuestos antioxidantes.
Considerando lo anterior, se plantea la siguiente hipotesis: “La bioestimulacion con extracto de orujo de
uva, que posee un alto contenido de antioxidantes, potencia la capacidad de Acinetobacter radioresistens
DD78 para crecer en presencia de hidrocarburos de petréleo en condiciones salinas”.

El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad antioxidante de un extracto de orujo de uva Vitis
vinifera variedad Cabernet sauvignon y caracterizar el efecto sobre el crecimiento en hidrocarburos de
Acinetobacter radioresistens DD78 en condiciones salinas. Ensayos para evaluar la capacidad antioxidante
del orujo por método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH, muestran un 82% de
reduccidn a una concentracion de 750 [mg/L] de extracto de orujo de uva a los 30 min. Para evaluar el efecto
del orujo de uva en el crecimiento bacteriano, se estudiaron en medio liquido dos fuentes de carbono: acetato
20 mM vy diesel 1%v/v en presencia y ausencia de NaCl 300 mM vy de orujo 7,5%. Se observé un mayor
crecimiento bacteriano (UFC/ml) en presencia de orujo de uva 7,5%, sugiriendo que la bioestimulacion con
extracto de orujo de uva potencia la capacidad de Acinetobacter radioresistens DD78 para crecer en
presencia de hidrocarburos de petréleo en condiciones salinas. Ademas, que el orujo de uva podria presentar
una o mas fuentes de carbono, las que podrian ser utilizadas por Acinetobacter radioresistens DD78 para su
crecimiento y que el orujo de uva contiene agentes antioxidantes, cuyo papel osmoprotector podria favorecer
el fitness de la bacteria, permitiéndole resistir diversos factores de estrés como la presencia de sal. Lo
anterior, podria ser de gran utilidad al aplicarse en procesos de biorremediacion de suelos en mayor escala.
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Abstract

In ecosystems, bacteria can be subjected to oxidative stress from both hydrocarbon degradation and the
presence of NaCl.

For bioremediation of petroleum hydrocarbons, microorganisms capable of degrading petroleum
hydrocarbons as well as tolerating saline conditions are required. Antioxidants help reduce oxidative stress.
Grape pomace, which is little valued in Chile, is characterized by a high content of different antioxidant
compounds. Considering the above, the following hypothesis is proposed: "Biostimulation with grape
pomace extract, which has a high content of antioxidants, enhances the ability of Acinetobacter
radioresistens DD78 to grow in the presence of petroleum hydrocarbons under saline conditions".

The objective of this study was to determine the antioxidant capacity of a grape pomace extract from Vitis
vinifera grape variety Cabernet sauvignon and to characterize the effect on the growth of Acinetobacter
radioresistens DD78 in hydrocarbons under saline conditions. Tests to evaluate the antioxidant capacity of
grape pomace by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method showed an 82% reduction at a
concentration of 750 [mg/L] of grape pomace extract after 30 min. To evaluate the effect of grape pomace
on bacterial growth, two carbon sources were studied in liquid culture: 20 mM acetate and 1%v/v diesel in
the presence and absence of 300 MM NaCl and 7.5% grape pomace. Higher bacterial growth (CFU/ml) was
observed in the presence of 7.5% grape pomace, suggesting that biostimulation with grape pomace extract
enhances the ability of Acinetobacter radioresistens DD78 to grow in the presence of petroleum
hydrocarbons under saline conditions. Furthermore, that grape pomace could contain one or more carbon
sources, which could be used by Acinetobacter radioresistens DD78 for its growth and that grape pomace
also contains antioxidant agents, whose osmoprotective role could favor the fitness of the bacterium,
allowing it to resist various stress factors such as the presence of salt. This could be very useful when applied
in soil bioremediation processes on a larger scale.
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1. Introduccién

La contaminacion por petréleo producto de derrames en el suelo y la presencia de sal en los suelos
pueden coexistir en una misma zona (Benavides Lopez de Mesa, et al., 2006).

La biorremediacion ha sido una importante estrategia para la descontaminacién de suelos con
hidrocarburos de petroleo, ya que en general es mas econdmica que las técnicas fisicogquimicas y es
ambientalmente sostenible (Varjani, 2017), pero puede verse mermada por factores ambientales, como
la temperatura, pH y la presencia de NaCl (Boopathy, 2000; Fuentes, 2014; Varjani, 2017; Duran, et.
al, 2019). Una de estas estrategias, es la bioestimulacién, que es la adicion de nutrientes o
biosurfactantes para estimular el metabolismo de los microorganismos (Adams et. al, 2015; Chan-
Quijano et.al,2015; Ossai et.al, 2020). Se ha observado que tanto la presencia de sal como la
degradacion de hidrocarburos al ser utilizados como fuente de carbono por las bacterias
biorremediadoras, aumenta el estrés oxidativo propio de las mismas, mermando con ello su tasa de
degradacion al provocar dafios en sus estructuras proteicas, lipidicas y en su material genético (Maller,
et al., 2007; Miller, et al., 2010; Hossain, et al., 2016). Por consiguiente, se requieren microorganismos
que tengan la capacidad de degradar los hidrocarburos de petr6leo y a su vez, resistir el estrés salino,
como es el caso de A. aquatilis QD168 cuya adaptacion fisiologica le permite crecer en zonas salinas
contaminadas por petréleo (Duran, et. al, 2019).

Ademas, se deben buscar alternativas que permitan reducir el estrés oxidativo provocado por el
metabolismo microbiano y las condiciones ya mencionadas, para potenciar la degradacion de
hidrocarburos y con ello, la descontaminacion de los suelos. En este contexto, se presenta a los
antioxidantes como sustancias de utilidad para reducir el estrés oxidativo generado.

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de plantas y alimentos (Guija-
Poma et.al ,2015). El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH, posee una coloracion
violeta oscuro que, al afiadir una sustancia donadora de atomos de hidrdgeno, se reduce y se convierte
en una solucién amarilla palida no radicalaria. Se ha escogido como método para cuantificar la
capacidad antioxidante del extracto orujo de uva debido a que es uno de los mas simples para medir la
capacidad antioxidante in vitro; es rapido, pues se puede obtener resultados en un periodo corto de
tiempo; porque el radical DPPH es muy estable, lo que facilita su manejo en el laboratorio (Kedare &
Singh, 2011) y porque esta metodologia se ha utilizado con anterioridad en el Laboratorio para la
estandarizacion de la capacidad antioxidante de un extracto de bayas, de a-tocopherol y &cido ascorbico
que fueron utilizados para evaluar el efecto de los compuestos antioxidantes sobre el crecimiento, la
morfologia y la degradacion de PCB por B. xenovorans LB400 (Ponce, et al., 2011)

La uva se muestra como una opcion atractiva de obtencidn de fuentes de antioxidantes en Chile, ya que
existe una alta produccion de esta fruta, debido a la creciente industria del Vino. Entre los principales
residuos o sub-productos que se obtienen de la produccion de vino estan los residuos organicos y los
residuos liquidos. Entre los residuos orgénicos destaca el orujo, que corresponde a las pieles, semillas
y pulpa residual, que ha significado el surgimiento de problematicas ambientales debido a que genera
malos olores y en grandes cantidades disminuye el pH del suelo (Christ y Burrit, 2013; Dwyer et al.,
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2014). Sin embargo, este residuo que actualmente esta poco valorizado en Chile se caracteriza por un
alto contenido en diferentes compuestos bioactivos debido a la mala extraccion durante el proceso de la
vinificacion, preservando una gran cantidad de compuestos antioxidantes que pueden ser de utilidad
para fomentar los procesos de biorremediacion (Boussetta et al., 2009; Rockenbach et al., 2011a, b; Ky
et al., 2014). Por esta razon, este trabajo busca determinar la capacidad antioxidante de un extracto de
orujo de uva Vitis vinifera variedad Cabernet sauvignon y caracterizar el efecto sobre el crecimiento en
hidrocarburos de Acinetobacter radioresistens DD78 en condiciones salinas, lo que podria ser de
utilidad para procesos de biorremediacion en mayor escala.
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2. Marco teorico

2.1. El Petroleo

El petrdleo es una mezcla heterogénea, insoluble en agua, compuesta principalmente por hidrocarburos y
en menor cantidad de compuestos organicos de oxigeno, azufre, nitrdgeno, vanadio, niquel, hierro, cobre y
cromo (Murillo & Chirinos,1994; Zhang et al., 2019). La composicion del petréleo varia con la ubicacion
y la edad del campo de petréleo, asi como con la profundidad del pozo de petrolero (Macaya et al., 2019)
Los hidrocarburos presentes en esta mezcla se pueden clasificar segun su estructura quimica en aliféticos,
aromaticos y resinas y asfaltenos:

Hidrocarburos

del Petréleo
| |
[ 1 1
- - Resinas 'y
Alifaticos Aromaticos asfaltenos
| |
[ 1 1
. Monociclicos
Saturados Insaturados Ciclicos (MAHSs)
I I_
Naftenos Policiclicos
Alcanos Alguenos (Saturados) (PAHS)

Cicloalquenos,

Cadena Lineal
(Insaturados)

Cadena
ramificada

Figura 1. Clasificacion de los hidrocarburos del petréleo segiin su estructura quimica.
Fuente: Elaboracion propia, a partir de Macaya et al.,2019

Alifaticos

Los hidrocarburos alifaticos son los mas abundante en el petrdleo crudo y pueden ser lineales o de cadena
ramificada. Ademas, estas moléculas pueden ser saturadas, donde se encuentran los alcanos o parafinas; e
insaturadas con enlaces dobles y/o ciclicas.

Parafinas o n-alcanos (saturados)

Su formula general es CoHzn+2. Se caracterizan por poseer atomos de carbono unidos mediante enlaces
simples y los otros se encuentran saturados con atomos de hidrégeno (Gary & Handwerk, 2021).

Los n-alcanos se clasifican seglin su peso molecular en cuatro grupos:

1. Alcanos gaseosos, como el Metano (CH.)
2. Alcanos de bajo peso molecular (Cs—C1s), como el n-octano (CgHis) y el n-hexadecano (CisHaa).
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3. Alcanos de peso molecular medio (C17—Cgs), como aquellos conformados por unidades de
isopreno, siendo el Pristano (C19) y el Fitano (C20) los mas abundantes en los petroleos.

4. Alcanos de peso molecular alto (>Czs), como algunos isoprenoides con 40 atomos de carbono
(Botello,2005; Macaya et al., 2019).

Alquenos (insaturados)
Su férmula general es CyH2n. Los Alguenos, hidrocarburos etilénicos u olefinas son moléculas lineales o
ramificadas que contienen un enlace doble de carbono, como el etileno (C2H>), propileno (CsHs), entre otros.

Alifaticos Ciclicos
Su férmula general es C,H2n. Los alcanos ciclicos consisten en compuestos en los cuales todos o algunos de
los atomos de carbono estan arreglados molecularmente formando anillos (Wade, 2017).

Aromaticos

Los compuestos aromaticos se encuentran en menor proporcion en el crudo que los compuestos alifaticos.
Esta serie de hidrocarburos se caracterizan por poseer una estructura que contiene un anillo de seis carbonos
con doble enlaces conjugados que no se encuentra saturado pero que es muy estable, denominado anillo
bencénico. De acuerdo con de la cantidad de anillos se clasifican en monociclicos (MAHs: Monocyclic
Aromatic Hydrocarbons), que pueden ser sustituidos con cadenas laterales o no, y policiclicos (PHAsS:
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) que poseen dos o mas anillos (Botello,2005; Macaya, et al., 2019; Gary
& Handwerk,2021)

Resinas y Asfaltenos

Son constituyentes polares del petréleo de alta complejidad (Pingping, et. al, 2019). Pueden ser agrupados
en seis clases como: a) compuestos con azufre; b) compuestos con nitrégeno; ¢) porfirinas d) compuestos
con oxigeno; e) asfaltenos y f) metales pesados; donde los compuestos azufrados comprenden al grupo mas
importante de los constituyentes polares y el vanadio y niquel son los elementos metélicos mas abundantes
en el petrdleo y en ocasiones alcanzan concentraciones a las mil partes por millon (Posthuma, 1977; Botello,
2005).
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2.1.1. Usos del petréleo

En la actualidad, el petrdleo es una fuente importante de energia debido a sus importantes ventajas, pues
posee un alto contenido energético por unidad de peso, ademas de que su almacenamiento y transporte
poseen un menor costo en relacion con otras fuentes energéticas (Wauquier, 2004; Botello, 2005). Ademas
de lo anterior, del petréleo refinado se pueden obtener una amplia gama de productos, como ceras, aceites,
gasolina y gas licuado; que lo transforman en una materia prima de interés para el ser humano. A
continuacion, se pueden apreciar algunos productos que se pueden obtener a partir del refinado del petroleo.

Temperatura (°C) Numero de atomos de carbono
woo e Asfaltos e
=i = - - - | 50
Ceras
Fueles
pesados
500 T — e ———— | Aceites|_ | 45
= base
400 Parafinas _ |28
_________________________ 20
Fuel-oil
300 —— - doméstico
y
____________ e gasoleo ey 124
| Queroseno Carbir de motor
200 o | rante e =
de
ws* PR~ T SRS RO R 2
Super-
jooll Naftas | carbt;rame 7
_______ RN o i S i e e e e | B
of Gases 4
licuados 3
del
R e R = S U S A s A 2
-100 =V e =L
________________________________ 1
(*) WS: White Spirit-Disolventes.

Figura 2. Principales productos petroliferos, intervalos de temperatura de ebullicién y de nimero de &tomos de carbono.
Fuente: (Wauquier, 2004)
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2.2. Contaminacion ambiental por petréleo

El petréleo ha sido el responsable de numerosos desastres ambientales debido a que cantidades importantes
de éste se han liberado al medioambiente en los procesos de extraccion, refinado, transporte y
almacenamiento, lo cual ha representado grandes problemas de contaminacién en los ecosistemas del mundo
(Lee et.al, 2016; Zhang et.al, 2019; Shipra & Praveen Dahiya, 2022).

Lo anterior, puede visualizarse en derrames ocurridos en el agua y en el suelo. Para el primer caso, el efecto
negativo producido es el impedimento de la entrada de luz y el intercambio gaseoso provocando la
solubilizacion de algunos compuestos y afectando inicialmente al plancton, para posteriormente perturbar a
la macrofauna. Ello ocurre porgue este contaminante flota por diferencia de densidad con el agua, creando
una capa superficial que impide el paso de luz, afectando directamente a los organismos fotosintéticos y, en
consecuencia, a toda la cadena tréfica. Por su parte, en el caso del suelo, el principal efecto del petr6leo se
debe a que los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso del suelo con la atmdsfera, provocando
reacciones y procesos fisicoquimicos perjudiciales para la biota. Por tanto, el petrdleo al igual que sus
derivados se consideran contaminantes, ello a raiz de que sus componentes se mantienen persistentes en la
matriz donde son liberados y, ademas, son altamente complejos, toxicos y recalcitrantes (Loya & Rinkevich,
1980; Samiullah, 1985; Hidalgo, 2009).

Chile no es ajeno a esta realidad, pues 40.000 litros de diésel fueron derramados en el mar cerca de la isla
de Guarello, una isla remota en la costa sur del pais el afio 2019 (CNN Chile, 2019). También, se han
registrado derrames en la bahia de Quintero, regién de Valparaiso, en los afios 2014, 2015, 2016 y 2021;
donde en el mas reciente se liberaron cerca de 200 litros de petréleo que fueron vertidos a la bahia por la
fisura del ducto de Puerto Ventanas (Dario La Tercera, 2016; CNN Chile, 2021; Diario UChile, 2021).

Por ello, es que en la actualidad se han buscado diversas alternativas para la limpieza de sitios contaminados
con hidrocarburos del petréleo, aplicando tratamientos de tipo fisicoquimicos y de biorremediacion.
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2.3. Biorremediacion de contaminantes derivados del petréleo

Para la eliminacion de hidrocarburos del petroleo se utilizan estrategias de descontaminacién
fisicoquimicas, térmicas y bioldgicas (Saval, 1999). Estas pueden ser del tipo in situ, donde se busca
neutralizar el contaminante en su lugar de origen; o ex situ, donde los contaminantes se tratan en un lugar
diferente al sitio de origen (Fuentes, 2014; Khan, 2018; Ossai et.al, 2020).

Muchos métodos convencionales de descontaminacion fisicoquimicos basados en la ingenieria tienen un
alto costo debido a la excavacion y transporte de la matriz contaminada para realizar tratamientos ex-situ
(Varjani, 2017). A continuacion, se puede apreciar una estimacion de los costos de diferentes técnicas
utilizadas para la remediacion de suelos:

Tabla 1. Estrategias de remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos y sus costos asociados

Estrategia Sitio de tratamiento Costo (US $/m®)

Bioldgica

Bioestimulacién In situ 30-100
Bioaumentacién In situ 30-100
Bioventeo In situ 79-970
Biopilas Ex situ 130-260
Compostaje Ex situ 366-439
Landfarming Ex situ >100

Fisicoquimica

Extraccion con vapor In situ 405-1485
Separacién electrocinética In situ 50-117
Solidificacién/estabilizacion In situ 50-330
Desorcién térmica Ex situ 44-252
Reduccién/oxidacion quimica Ex situ 190-660
Lavado de suelo Ex situ 70-187

Fuente: Adaptado de (Macaya et.al,2019)

Los costos crecientes y la eficacia limitada de estos tratamientos fisicoquimicos tradicionales han impulsado
el desarrollo de tecnologias alternativas para aplicaciones in situ, basadas en las capacidades de remediacién
bioldgica principalmente de plantas y microorganismos (Singh & Jain, 2003; Farhadian et al., 2008).

La biorremediacion es un proceso biolégico que puede ser natural o dirigido, en la que se utilizan
microorganismos, como bacterias, hongos, protistas y levaduras, que degradan o neutralizan los
contaminantes transformandolos en sustancias inocuas, tales como dioxido de carbono, agua o materia
celular (Chan-Quijano et al., 2015; Khan, 2018). Estos microorganismos son muy sensibles a su entorno de
crecimiento, lo que influye en la tasa de biodegradacion (Boopathy, 2000), por lo que el objetivo es
disminuir los factores que la limitan o la retardan (Fuentes, 2014). Entre los factores que limitan o retardan
la tasa de biodegradacion, se tiene:
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a) Caracteristicas y disponibilidad de los contaminantes, considerando la longitud y tipo de
hidrocarburo presente, dispersion en fase acuosa y volatilizacién, pueden generar la baja
biodisponibilidad de los hidrocarburos limitando el acceso de los microorganismos degradadores al
contaminante y el exceso de fuente de carbono debido a la presencia de hidrocarburos resulta en
una limitacion de otros nutrientes inorgéanicos.

b) Microorganismos autéctonos y vias metabolicas celulares, debido a que las comunidades
microbianas autdctonas pueden carecer de una maquinaria catabdlica eficiente para la degradacién
(Fuentes, 2014).

c) Las condiciones ambientales, como la temperatura, pH, la salinidad y el oxigeno disponible. La
temperatura juega un rol crucial en la biorremediacion, ya que puede ser un limitante en la tasa de
crecimiento de los microorganismos y también de la degradacion de los hidrocarburos. En general,
la eficacia de la degradacién es mayor cuando la temperatura es de 30-40 °C. Por su parte, el valor
del pH del medio ambiente es uno de los factores clave para la biodegradacién de los hidrocarburos
del petréleo, porque afecta directamente en la supervivencia y reproduccién de los
microorganismos, asi como en sus vias metabdlicas y reacciones enzimaticas. Para el caso de la
salinidad, se ha demostrado que la actividad metabolica y la diversidad de los microorganismos
disminuyen con el aumento de la salinidad. Una elevada concentracion de sal reduce el oxigeno
disponible e inhibe la secrecién de enzimas debido a la elevada presion osmética del ambiente
circundante; y también provoca la lisis celular (Hazaimeh & Ahmed, 2021), por lo que la
degradacion de hidrocarburos de petréleo en suelos salino-alcalinos es uno de los obstaculos en la
biorremediacidn, méas ain porque los derrames de petroleo ocurren con frecuencia en suelos salinos
costeros (Wartell et al., 2021). Sin embargo, el descubrimiento de nuevos microorganismos
haléfilos y microorganismos recombinantes podria ser Gtil para desarrollar nuevas tecnologias que
sean eficaces en un entorno salino (Chunyan et al., 2023). Finalmente, el oxigeno disponible y
factores nutricionales como las fuentes de carbono, nitrégeno y otros nutrientes; pueden ser
limitantes a razén de que una baja disponibilidad de oxigeno provoca que la degradacion esté
limitada por la falta de este aceptor de electrones (Fuentes, 2014).

d) Propiedades fisicoquimicas del suelo, como densidad, capacidad de retencion de agua, humedad,
textura, etc., que influyen en el metabolismo microbiano y en el acceso a los nutrientes
(Boopathy,2000; Varjani,2017).

Las tecnologias de biorremediacidn tienen caracteristicas comunes y pueden ser utilizadas de manera
independiente 0 en combinacidn con otras. Entre las principales técnicas de biorremediacion ex situ se puede
mencionar el compostaje, el landfarming y las biopilas. EI compostaje consiste en una degradacion
microbiana aerobia controlada de materiales organicos de desecho y su conversion en material organico
estabilizado que puede utilizarse como acondicionador del suelo para la recuperacién de suelos
contaminados con compuestos organicos (Ren et al., 2018). Por su parte, el proceso del landfarming consiste
en la labranza, arado y esparcimiento del suelo en una capa delgada sobre la superficie del terreno. Lo
anterior, para mejorar y estimular las actividades microbianas aerdbicas con la adicion de nutrientes. Esta
técnica es utilizada cominmente para tratar suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo de bajo peso
molecular y compuestos organicos volatiles (COV) (Guarino et al.,2017).
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Finalmente, las biopilas combinan las técnicas del landfarming y el compostaje en una celda ingenieril
aireada con sopladores y bombas de vacio y que posee un sistema de inyeccién de nutrientes y de recoleccion
de lixiviados (Ossai et.al, 2020).

Por su parte, para las técnicas in situ se tiene el bioventeo, que consiste en la inyeccion de aire (oxigeno) en
el suelo contaminado con el fin de aumentar la degradacion y minimizar los contaminantes volatiles a la
atmosfera (Trulli et al., 2016). La bioaumentacién, donde se adicionan cultivos microbianos exdgenos,
autoctonos o genéticamente modificados, que presentan una actividad catabolica especifica que ha
demostrado degradar el contaminante de interés, buscando con ello, una mejora en la velocidad de
biodegradacién (Nwankwegu & Onwosi, 2017).Por ultimo, la bioestimulacion donde se adiciona cualquier
material estimulante, como nutrientes, biosurfactantes y biopolimeros, con el fin de propiciar la actividad
de los microorganismos autoctonos y asi favorecer la biodegradacién de los contaminantes (Adams et. al,
2015; Chan-Quijano et.al,2015; Ossai et.al, 2020).

2.3.1. Bioestimulacion

La bioestimulacion implica la modificacion del entorno para estimular las bacterias existentes capaces
degradar los contaminantes del petréleo. Esto puede hacerse afiadiendo diversas formas de nutrientes
limitantes y aceptores de electrones, como fdsforo, nitrégeno, oxigeno o carbono, que de otro modo estarian
disponibles en cantidades lo suficientemente bajas como para limitar la actividad microbiana autéctona
(Morgan & Atlas, 1989; Margesin & Schinner, 2001; Perfumo et al., 2007; Wu et al., 2016)

La bioestimulacion es uno de los métodos de biorremediacion mas exitoso y eficiente en comparacion con
otras técnicas de remediacion in situ de suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo (Simpanen et
al., 2016; Wu et al., 2016), lo que la convierte en una tecnologia atractiva de estudio al lograr un alto
porcentaje de remocién de Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP o TPH en inglés). El desafio actual de
la bioestimulacidn es buscar agentes estimulantes que sean sostenibles, mas econémicos y de facil acceso.
Por esta razén, es que se han probado diversos residuos organicos para estimular comunidades microbianas
en la eliminacién de contaminantes del petr6leo. A continuacion, pueden apreciarse diversos estudios que
se han realizado buscando eliminar los HTP utilizando bioestimulacién con materia organica:
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Tabla 2. Bioestimulacién utilizando nutrientes organicos para eliminar hidrocarburos totales del petrdleo.

bagazo de cafia de
azlcar

del petréleo

residuo de palma

estimular el crecimiento
microbiano

Nutriente Tipo de Concentracion . . ., . .
. . S Porcentaje removido Duracion Comentario Referencias
afiadido contaminante | inicial de HTP
Mostré una remocion
Compost hechoa | | ,. 100% de remocion de 2-3 del 100% en un periodo
artir de astillas Hidrocarburos de Hidrocarburos arématicos de 19 meses asociado
P petroleo— crudo 38.000mg/kg . 570 dias o (Atagana, 2008)
de madera y lodo del petréleo policiclicos (HAP) dentro de la poblacién microbial
de alcantarillado P los primeros 3 meses nativa y el crecimiento
mejorado en el sistema
79% y 92% para
contaminacion de petréleo del
o 1 )
fabricacion de | Hidrocarburos de L 9 . y 2y Mostré remocién
cerveza, cascara | petroleo — aceite contaminacion mientras que fa significativa de HTP
’ L No indicado reduccion inicialmente fue 84 dias (Abioye et al, 2012)
de banana y para lubricacion usando las fuentes de
entre 17% y 24% en . -
compost de setas usado L . nutrientes organicos
a usado contaminacion de petrdleo del
Y 15% plp y 36% al 55%
después de 84 dias ligado a una
alta concentracion inicial
Degradacion
Hidrocarburos de significativa de HAP y
petroleo — 106,4ppm — 116ppm)| HTP en un biorreactor
Excremento de . 95,35% para HTP y 98,92% . .
ai(/es de corral sedimentos de HTP y 96,6ppm °p ara H Apy ° 56 dias usando 20g de (Chikere et al, 2012)
marinos — 104ppm de HAP P desechos de aves de
contaminados corral y 1g de desechos
de agua marina
Se observo reduccion
ignificativa al
Manglar con con? Iir:a:cjct)lr:/i:ntrol
Estiércol bovino polucion de 14.103,02mg/kg 62,96% 70 dias iy - ] (Orjiet al., 2012)
] usando estiércol bovino
hidrocarburos
como agente
bioestimulante
. . . 1 ki Mostré i0
Hojas de té, Hidrocarburos de 00000mg/kg y . °?‘.r © d.egradamon .
i , 200000mg/kg de . significativa de HTP | (Dadrasnia y Agamuthu,
alimento de soya | petroleo — o Entre 25% y 82% 126 dias )
. - " variacion de con el tratamiento con 2013)
cascara de papa | combustible diésel - -
concentracion alimento de soya
Residuo de la Mostré biodegradacion
produccion de | Hidrocarburos de 100% para el bagazo de cafia significativa usando
aceite de palma y | petroleo — crudo No indicado de azlcar y hasta 97% parael| 20dias | estos suplementos para| (Hamzah et al., 2014)

Fuente: Adaptado de (Adams et. al, 2015)

Al igual que la biorremediacion, la bioestimulacién puede verse mermada por factores que limitan o retardan
la tasa de biodegradacion. Ademas de los ya mencionados, se requiere de la presencia de los
microorganismos adecuados, por lo que el estudio y seleccion de estos es de vital importancia para el éxito
de la remediacién. Sumado a lo anterior, se debe considerar la capacidad de estimular a los microorganismos
objetivo y la de suministrar nutrientes al sistema. También mantener una razén C: N:P-30:5:1 para un
crecimiento adecuado (Hazen, 2009).
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2.4. Cepas bacterianas biorremediadoras
2.4.1. Metabolismo microbiano de alcanos en la biorremediacion de hidrocarburos del petroleo

Las bacterias tienen la capacidad de oxidar y degradar hidrocarburos alifaticos y/o aromaticos, para
utilizarlos como fuente de carbono en su crecimiento (Van Hamme et al., 2003). Se ha identificado a
bacterias de los géneros Achromobacter, Acinetobacter, Arthrobacter, Azoarcus, Brevibacterium,
Cellulomonas, Corynebacterium, Flavobacterium, Marinobacter, Micrococcus, Nocardia, Ochrobactrum,
Pseudomonas, Stenotrophomaonas, Rhodococcus y Vibrio como potenciales degradadores de hidrocarburos
del petroleo (Varjani & Upasani, 2015; Marchand, et al., 2017; Carpena Istan, 2019; Otero et al., 2021).

La biorremediacion de hidrocarburos es posible gracias a la existencia de enzimas oxigenasas que son
capaces de agregar o modificar grupos funcionales, al generar un momento dipolar en la molécula, que le
permite transformar el hidrocarburo en intermediarios que pueden ingresar a alguna de las rutas metabélicas
de los microorganismos (Rojo, 2009).

La degradacion de los hidrocarburos puede ser de forma aerdbica o anaerdbica (Varjani, Microbial
degradation of petroleum hydrocarbons, 2017). La degradacion aer6bica de alcanos es la mas comin y
puede ocurrir mediante oxidacion terminal, oxidacion sub-terminal e ingresar a la 3-oxidacion, o bien, di-
terminal al tomar la ruta alternativa de la w-oxidacidn (Salleh et al., 2003; Abbasian et al., 2015) como se
aprecia en la Figura 3.

Oxidacion terminal Oxidacion sub-terminal

n-alcano n-alcano
n-alcano
monexigendsa . . Alcohol secundario
Alcohol primario
Alcohol Metilcetona
deshidrogenasa ¥
Aldehido l
Aldehido Ester acetilado
e | AN
- Acido graso Alcohol primario Acetato
Oxidacion di-terminal /
™~ Acido graso
Acido di-carboxilico /
~ V¥

p-oxidacién

!

Acetil-CoA

!

Metabolismo intermediario

Figura 3. Posibles vias periféricas para la degradacion aerébica de n-alcanos en microorganismos.
Fuente: Adaptado de (Varjani, 2017).
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La oxidacion terminal comienza cuando una enzima alcano monoxigensa oxida uno de los extremos del
hidrocarburo alifatico. De lo anterior, resulta un alcohol primario, que por accion de la enzima alcohol
deshidrogenasa puede ser oxidado a un aldehido, el que posteriormente puede ser oxidado a un &cido
carboxilico por la aldehido deshidrogenasa, para luego ingresar a la p-oxidacion (Aguila, 2014). En la
oxidacion sub-terminal, los alcanos se oxidan a alcohol secundario y luego a la correspondiente cetona y
éster. El éster se hidroliza y genera un alcohol y posteriormente un acido graso que ingresa a la 3-oxidacion
(Rojo, 2009). En la via di-terminal, a través de la ® -hidroxilacion de los acidos grasos (o representa el
metilo terminal), se produce la oxidacion de ambos extremos de la molécula de alcano. Posteriormente, la
molécula se convierte en un acido dicarboxilico que ingresa a la 3-oxidacion. Para el caso de la degradacion
anaerobia, se utilizan nitrato, hierro, manganeso o sulfato como aceptores terminales de electrones y se logra
la activacién al acoplar una molécula de CO; (Abbasian et al., 2015).

2.4.1.1. Acinetobacter radioresistens DD78

El género Acinetobacter se caracteriza por incluir bacterias de morfologia cocobacilo, Gramnegativas, no
moviles y no fermentadoras. Son aerobios estrictos, cuya temperatura de crecimiento se encuentra entre los
20 a 44°C, y su temperatura Optima es de 30-35°C (Salazar de Vegasa & Nieves, 2005). Su principal nicho
ecoldgico es el agua y el suelo contribuyendo en su mineralizacion (Ron & Rosenberg, 2002), pero se ha
reportado que también se han aislado de muestras clinicas (Jawad,1998; Kampfer, 2014). Existen variadas
especies de Acinetobacter que son capaces de degradar hidrocarburos del petréleo y también de producir
bioemulsificantes o biosurfactante como el alasan, que facilitan la disponibilidad de los hidrocarburos para
otras cepas de bacterias (Navon-Venezia et al., 1995; Aguila,2014).

La cepa Acinetobacter radioresistens DD78 fue aislada desde suelos contaminados con petréleo de la
desembocadura del rio Aconcagua, region de Valparaiso, Chile. Es una cepa catalasa positiva y sin
movilidad, cuyas colonias al crecer en agar de soja triptico (TSA) a 30°C por 24 horas, poseen una forma
circular, una textura suave y un color crema, que se puede apreciar en la Figura 4. Posee resistencia a algunos
antibioticos como la bacitracina, penicilina, ampicilina y la tetraciclina (Méndez et al, 2017). Ademas, el
genoma de Acinetobacter radioresistens DD78 proporciona datos esenciales sobre la degradacion de
alcanos, la resistencia a la sal, la produccion de biosurfactantes y la resistencia a algunos metales pesados
como el arsénico y el cobre. En su genoma, se ha visualizado que exiten genes de rutas de degradacion de
hidrocarburos como alkM, que codifican una alcano monooxigenasa; tambien un sistema rubredoxina
NAD(H) reductasa/rubredoxina; las vias catabdlicas del catecol en el gen catBCA y del benzoato en
benABCDE, que son cromosomicos. Ademas, se aprecian genes alnA, alnB, y alnC que codifican
componentes de la proteina alasan. También, genes osmoprotectores como betIBA encargado de la sintesis
del osmoprotector glicina betaina y transportadores osmoprotectores osmodependientes de colina,
simportador de sodio/prolina y antiportador de aspartato/alanina. Sumado a ello, se pueden apreciar genes
de resistencia al arsénico y a los metales pesados (cobre, cobalto y cadmio) en el gen pArl (Macaya et.al,
2019). Todo lo expuesto, la convierte potencialmente para ser utilizada en consorcios bacterianos para
biorremediar suelos contaminados con hidrocarburos.

Pagina 20



Universidad Tecnica Federico Santa Maria ‘
Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental i‘( IQ A
Departamento de Quimica

Figura 4. Crecimiento de Acinetobacter radioresistens DD78 en placa con TSA.
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2.5. Estrés salino y oxidativo

La presencia de cloruro de sodio (NaCl) en una bacteria puede tener diferentes efectos, dependiendo de la
cepa y la concentracién de sal en el medio. EI NaCl es un compuesto idnico gue se encuentra en la mayoria
de las células vivas y es esencial para el mantenimiento del equilibrio osmético. Para sobrevivir en
ambientes hipersalinos, los microorganismos poseen mecanismos de compensacién de la presion osmética,
gue les permiten sostener una turgencia positiva. Para ello, deben mantener una alta presion osmotica dentro
de la célula, utilizando diferentes estrategias que se detallan a continuacion:

1. Laestrategia 'salt-in', donde el equilibrio osmético se logra mediante la acumulacion de KCI como
la principal sal intracelular.

2. La estrategia ‘low-salt-in’, ‘compatible solute’, donde compuestos de bajo peso molecular se
acumulan no solo en respuesta al aumento de las concentraciones de sal, sino también como
respuesta a otros cambios ambientales. Dichos compuestos son descritos como solutos compatibles
y pueden ser polioles, azlcares, aminoacidos, betainas, ectoinas, diaminoacidos N-acetilados,
carboxamidas de glutamina derivadas de N, entre otros. (Oren,1999; Ramirez, et al., 2004; Gunde-
Cimerman,et.al,2018)

El estrés por salinidad tiende a propiciar la generacion y acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que puede conducir a trastornos metabélicos y dafio celular a nivel de &cidos nucleicos, proteinas
y lipidos (Mgller, et al., 2007; Miller, et al., 2010; Hossain, et al., 2016). Las ROS incluyen moléculas no
radicales como el oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno, asi como radicales libres como el superéxido
e hidroxilo (Azevedo Neto, et al., 2008). EI metabolismo celular genera en bajas tasas ROS como producto
secundario normal de la respiracion aerébica. El estrés oxidativo ocurre cuando la velocidad con la que se
generan las especies reactivas supera la velocidad con que dichas especies son removidas por los
mecanismos de compensacion y compuestos antioxidantes (Dennery, 2010).

Existen sistemas de defensa antioxidante, que les permite a los organismos aerobios protegerse de la
produccion de oxi-radicales. Estos sistemas de defensa se dividen en dos grupos: enzimaticos y no
enzimaticos. Los enzimaticos forman parte intrinseca de la célula y la protegen frente a las ROS producidas
durante el metabolismo. Dentro de éstos, destacan la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y la
glutation peroxidasa (GPX) que capturan y estabilizan los radicales libres. Por su parte, los sistemas no
enzimaticos, son sustancias capaces de neutralizar un Unico radical libre por molécula, actian en
concentraciones elevadas y tienen un papel menos protagonico que el sistema de defensa enzimatico. Estas
sustancias pueden ser vitaminas liposolubles, como el a-tocopherol, vitamina E y a-caroteno; o moléculas
reductoras de pequefio tamafio e hidrosolubles, como el ascorbato, vitamina C, glutatién reducido y
flavonoides; que tienen un efecto antioxidante. (Montero,1996; Venereo Gutiérrez, 2002; Mayor Oxilia
2010)
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2.6. Fuentes de antioxidantes

Una sustancia que comparada al sustrato se presenta en bajas concentraciones y que, a su vez, retrasa o
previene la oxidacion de éste, se define como un antioxidante (Montero,1996). Los antioxidantes
disminuyen el estrés oxidativo, la mutacién del ADN, la inactivacién enzimatica y otros pardmetros de dafio
celular al prevenir la oxidacion de otras moléculas, actuando como quelantes y atrapando los radicales libres
(Godic A, et al.,2014). Se ha confirmado que antioxidantes exdgenos de origen vegetal presentes en frutas
y verduras refuerzan la accion de los antioxidantes end6genos. Algunos de los principales son: la vitamina
C, que se puede encontrar en frutas citricas como la naranja y el kiwi; la vitamina E, contenida en aceites
vegetales, aceites de semilla, germen de trigo, mani y hortalizas; carotenoides, presentes en verduras y frutas
amarillas y anaranjadas; y compuestos polifendlicos (estilbenos, acidos fendlicos, flavonoides, entre otros)
presentes en el café, cebollas, té verde y uvas. (Avello & Suwalsky, 2006). Por tanto, los antioxidantes son
sustancias de utilidad para reducir el estrés oxidativo generado por el metabolismo celular (Corrales &
Mufioz A, 2012).

2.6.1. Compuestos polifendlicos

Existen metabolitos secundarios en las plantas que poseen al menos un anillo aromatico en su estructura y
gue tienen unidos uno o0 mas grupos hidroxilo. Dichas moléculas son conocidas como Compuestos
Polifenclicos (CPF) y se clasifican en Acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos, curaminas, taninos y
lignanos (Garrido & Borges, 2013; Mercado-Mercado, et al., 2013)

Compuestos Polifendlicos

L
[ I I 1 1 1

Acidos fenélicos Flavonoides Estilbenos Curaminas Taninos Lignanos

Acidos 7 Taninos
sdroxibensol | Havonas hidrolizables
hidroxibenzoicos J

Acidos : Taninos
 Acidos I  Flavanonas densados
hidroxicindmicos condensados

- Flavonoles

— Flavononoles

— Flavanos

- Flavanoles

] Chalconas y
dihidrochalconas

“—{ Antocianinas

Figura 5. Clasificacion de los compuestos polifendlicos.
Fuente: (Garrido & Borges, 2013)
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2.7. Uva como fuente de antioxidantes polifendlicos en Chile

Se ha demostrado que las uvas y los vinos pueden contener altos niveles de antioxidantes fenélicos que
reducen el estrés oxidativo (Bagchi, et al.,2000; Ky, et al.,2014), por lo que la uva se muestra como una
opcidn atractiva de obtencion de antioxidantes.

Chile es el octavo productor de uva fresca y el sexto de vinos en el mundo (OIV, 2022). De acuerdo con
datos de la International Organisation of Vine and Wine (OIV), en 2022 se han producido alrededor de 2,6
millones de toneladas (mt) de uva fresca, y de estas, 0,6mt se han destinado a fruta de consumo (23,07%),
0,2mt a produccidon de uva seca o pasas (7,7%) y 1,8mt a la produccién de vinos (69,23%), por lo que se

puede apreciar que en Chile el mayor porcentaje de la produccién de uvas frescas se destina a la industria
vitivinicola.

Fresh grape production in
major countries in 2022

mt
16

141 Table grape
®m Wine grape (musts & juices
" included)

m Grape to be dried

25

33
0.6
I“'l 18 19
— 01 0.2 0.1 0.1

China, Italy France USA Spain Turkey India Chile Australia Argentina
mainland

0.7

Grafico 1. Produccion de uva fresca en principales paises productores en 2022.
Fuente: (O1V, 2022)

Ademas, de acuerdo con datos del Servicio Agricola Ganadero (SAG) en el Informe Final de Produccion

de Vinos 2022, se aprecia que el sector vitivinicola chileno presenta una tendencia al aumento en su
produccion.
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Evolucion de la Produccion de Vinos afios 1998-2022 (Hl.)
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Gréfico 2. Evolucion de la produccion de Vinos en Chile entre los afios 1998 -2022.
Fuente: (SAG, 2022)

Las mayores producciones de vinos se localizan en las regiones del Maule, Libertador Bernardo O’Higgins
y Metropolitana respectivamente, totalizando el 92,2 % del total, concentrando en la Region del Maule el
50,2% de la totalidad de vino producido en el pais. En relacion con la produccion de vinos, el 69%
correspondi6 a vinos provenientes de cepajes tintos y el 31% a vinos de cepajes blancos. Al analizar las
producciones con relacion a los tipos de cepajes, el Cabernet Sauvignon alcanza el 32,9% de la produccion
total de vinos, seguido de Sauvignon Blanc con un 13,6%, Merlot con el 11,9%, Chardonnay con un 10%,
Carmenere con un 8,5 % y la variedad Syrah con un 5,9% (SAG, 2022). De acuerdo con lo anterior, se
observa que la cepa mas utilizada para la produccion de vinos en Chile corresponde a la Cabernet
Sauvignon.
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Pais; 15.946.671; 1%

Pinot Noir; Otras variedades;
26.946.833;3% 76.135.333;7%
Cabernet Sauvignon;

Cot-Malbec; 340.922.318;33%

25.691.383;2%
Pedro Jimenez;

31.495.200;3%

Syrah; 61.230.065;
6%

Carmenere;
88.431.268;9%

Chardonnay;
104.103.156; 10% Sauvignon Blanc;

141.061.371;14%
Merlot; 123.222.610;

12%

Grafico 3. 10 variedades de uva mas declaradas en Chile afio 2022. (Litros).
Fuente: (SAG, 2022)
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2.7.1. El principal subproducto de la vinificacion: el orujo de uva

La elaboracion del vino tinto considera la recepcion de la uva en la etapa de vendimia, luego el despalillado
y estrujado, teniendo como producto el mosto y como residuo de esta etapa el escobajo. Luego se somete
el mosto a un proceso de fermentacion y maceracion, donde existe una etapa de separacion de la fase liquida
y la sélida. La parte s6lida que fue separada en el descube se somete a un prensado, en donde se extrae el
vino de prensa, que corresponde al liquido remanente en el orujo que queda de la fermentacion. De esta
Gltima etapa se obtiene orujo de uva como desecho. Por su parte, la fase liquida que se obtuvo de la primera
fermentacidn se somete a fermentacién malolactica, para luego pasar a la etapa de clarificacion y crianza en
madera o en botella segun el tipo de vino que quiera producirse de acuerdo con el tiempo de maduracion al
gue fue sometido. A continuacion, se presenta un esquema que resume lo anteriormente expuesto (Grainger
& Tattersall, 2005).

Recepcion de la
uva

v

Despalillad . -
e:sl;:uj:d.;)y —>{__Escobajo

] e

Fermentacién y
Maceracion

|
L] ¥

Solidos Liquido (Vino)

L Fermentacion

——— Malolactica

Trasiegos

> Trasiegos

(:‘ Orujo deuva :) l { Embotellado — Mercado

""""""" Clarificacion Crianza en
Tipificacion madera o
rianza en
L botella
Embotellado

Figura 6. Proceso de elaboracién del Vino tinto.
Fuente: Adaptado de (Grainger & Tattersall, 2005)
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Tradicionalmente, la produccién de vino se ha asumido como un proceso respetuoso con el medio ambiente.
Sin embargo, requiere una cantidad considerable de recursos (por ejemplo, agua, fertilizantes y enmiendas
orgéanicas) y, al mismo tiempo, produce una gran cantidad de residuos y subproductos (Bordiga, et al., 2019).
Entre los principales residuos o sub-productos que se obtienen en la produccion de vino estan los residuos
organicos y residuos liquidos. Entre los residuos organicos destaca el orujo de uva, que corresponde a las
pieles, semillas, pulpa residual y minoritariamente las ramas de la uva que se retiran en la etapa de
despalillado (Canett Romero, et al.,2004). El orujo de uva corresponde a alrededor del 20% de la masa total
de uvas procesadas (Panouillé et al., 2007; Boussetta et al., 2009) y presenta un problema sustancial de
gestién de residuos debido a su alta carga de contaminacién y un costo operativo no despreciable, ya que
actualmente la mayoria de las bodegas eliminan este gran volumen de residuos y luego lo vierten o depositan
en estangues (Meini et al., 2019, Saha et al., 2020).

Durante décadas, la utilizacion del orujo de uva ha sido ineficiente y subestimada. En los ultimos afios, se
estima que el 3% del orujo de uva producido se reutiliza para la alimentacién animal (Fontana et al., 2013;
Dwyer et al., 2014; Brenes et al.,2016), otras aplicaciones son como compost (Santos et al., 2016) y una
posibilidad de mejorar el aislamiento térmico en la construccion de edificios (Mufioz et al., 2014; Beres et
al., 2014). Otras alternativas son la incineracion o el descarte en terreno, pero pueden ser perjudiciales para
el medio ambiente, debido a la generacion de contaminantes en el aire para el caso de la incineracion; y a
gue los compuestos fendlicos disminuyen el pH del orujo, aumentando asi la resistencia a la degradacion
bioldgica al realizar un descarte en terreno. Otros problemas medioambientales son: contaminacion de las
aguas superficiales y subterraneas por los taninos y otros compuestos, agotamiento del oxigeno en el suelo,
malos olores, moscas y plagas que pueden propagar enfermedades (Christ y Burrit, 2013; Dwyer et al.,
2014). Por ello, se deben buscar alternativas sostenibles que permitan aprovechar las propiedades intrinsecas
del orujo y a la vez, reducir la acumulacion de este desecho en el medioambiente.
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2.7.2. Compuestos polifendlicos en el orujo de uva

El orujo de uva se caracteriza por un alto contenido en diferentes compuestos bioactivos debido a la mala
extraccion durante el proceso de la vinificacion. Se compone principalmente de agua (50 a 72%), aceites y
compuestos lipofilicos, fibra dietética, vitaminas y minerales y compuestos polifendlicos (L6pez-Astorga et
al.,2022). Las sustancias pépticas, la celulosa y la lignina estan presentes en cantidades importantes en el
orujo de uva (Nerantzis y Tataridis, 2006; Gonzélez-Centeno et al., 2010). Considerando el contenido
fendlico, el orujo de uva ha demostrado una alta capacidad antioxidante y, por lo tanto, es una valiosa fuente
de antioxidantes naturales (Boussetta et al., 2009; Rockenbach et al., 2011a, b). De hecho, de los fenoles
extraibles totales en la uva, se observa que se distribuyen en aproximadamente un 10 % en la pulpa,
alrededor de un 60 % en las semillas y un 30 % en los hollejos (Ky et al., 2014). Por tanto, casi el 90% de
los antioxidantes presentes en la uva estan contenidos en el orujo. Para el caso del orujo de uva tinta los
fenoles representan unos 9 kg por tonelada y poseen una cantidad considerable de taninos condensados
(hasta un 52% de peso seco) (Rondeau et al., 2013). Se ha determinado que el acido protocatéquico es el
acido hidroxibenzoico mas dominante en el orujo de uva de algunas variedades tintas (Teixeira et al., 2014)
y que el principal flavonol en el orujo de uva seco es la quercetina-3-O-glucuroénido. Para el caso del orujo
de uva de la cepa Cabernet Sauvignon, se ha determinado que las antocianinas mas abundantes son la
Malvidina 3-O-glucosido y la Malvidina 3-O-(6"-O-acetil)-glucésido y los flavonoles mayoritarios son la
quercetina, la laricitrina y la isorhamnetina (Ruberto et al., 2007).

De acuerdo con los antecedentes presentados anteriormente, la biorremediacion es una técnica utilizada para
la recuperacidn de suelos contaminados con petréleo, y, tanto la presencia de NaCl en los ecosistemas como
la degradacion de hidrocarburos genera estrés oxidativo en las bacterias hidrocarbonoclasticas, mermando
con ello su tasa de degradacion al provocar dafios en sus estructuras proteicas, lipidicas y en su material
genético. Estas condiciones pueden coexistir, por lo que se requieren microorganismos que tengan la
capacidad de degradar los hidrocarburos de petréleo y tolerar condiciones salinas. Acinetobacter
radioresistens DD78 posee genes de rutas de degradacion de hidrocarburos, genes osmoprotectores y
productores de biosurfactantes que la convierten en una bacteria atractiva para procesos de biorremediacion
en suelos salinos.

Por lo anterior, se deben buscar alternativas que permitan reducir el estrés oxidativo provocado por el
metabolismo microbiano y las condiciones ya mencionadas, para potenciar la degradacién de hidrocarburos
y con ello, la descontaminacion de los suelos. Los antioxidantes se presentan como sustancias de utilidad
para reducir el estrés oxidativo generado y potenciar el crecimiento microbiano y los procesos de
biorremediacion. El orujo de uva, residuo poco valorizado en Chile, se caracteriza por un alto contenido en
diferentes compuestos antioxidantes y se presenta como una alternativa sostenible para potenciar el
crecimiento de bacterias hidrocarbonoclasticas como Acinetobacter radioresistens DD78 en hidrocarburos
y condiciones salinas.

Lo anterior permite plantear la interrogante sobre cuél seria el efecto de bioestimular a Acinetobacter
radioresistens DD78 con un extracto de orujo de uva en presencia de hidrocarburos de petr6leo en
condiciones salinas.
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3. Hipotesis y objetivos
3.1. Hipotesis

La bioestimulacion con extracto de orujo de uva, que tiene un alto contenido antioxidante, potencia la
capacidad de Acinetobacter radioresistens DD78 para crecer en hidrocarburos de petroleo en condiciones
salinas.

3.2.  Objetivo general

Determinar la capacidad antioxidante del extracto de orujo de uva y caracterizar el efecto sobre el
crecimiento en hidrocarburos de A. radioresistens DD78 en condiciones salinas.

3.3.  Obijetivos especificos

1. Determinar capacidad antioxidante del extracto orujo de uva cepa Cabernet Sauvignon.
2. Caracterizar el efecto del extracto de orujo de uva sobre el crecimiento en hidrocarburos de A.
radioresistens DD78 en condiciones salinas.
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4. Materiales y métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Reactivos quimicos
Las fuentes de carbono utilizadas en los experimentos de medio de cultivo corresponden a Acetato de Sodio
20mM como fuente convencional; marca: Merck KGaA; N° de serie/lote: A0346568223 y Diésel (1%v/v)
obtenido de una estacion de servicio bencinero y esterilizado utilizando una unidad de filtracién con tamafio

de poro de 0,22 pm.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante del orujo de uva, se utilizd etanol absoluto; marca: Merck
KGaA; N° de serie/lote: K50322783826; 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 200 uM; marca: Sigma
Aldrich; N° de serie/lote: D9132-G y a-tocopherol SmM, cuya pureza es >95,5%; marca: Sigma; N° de

serie/lote: MKCG1370.

4.2. Equipos

Para el desarrollo de esta memoria se utilizaron los siguientes equipos de laboratorio:

Tabla 3. Listado de equipos utilizados en laboratorio, marca, modelo, uso e imagen referencial

Instruments/ CE
0470

material y de los
distintos medios de
cultivo utilizados.

Equipo Marca Uso Imagen referencial
Estufa/ Incubador | Incubador Utilizado en el -
Heraeus/T5050 secado de orujo de =i
Incubador uvay crecimiento
memmert microbiano a
temperatura
constante.
Centrifuga Zentrifugen/ Rotina | Ultilizado en lavado
380R celulary en
preparacion de
solucidn de orujo de
uva en separacion de
fases liquida y
solida.
pHmetro Edge pH con | AjustedepHdela
electrodo Hanna solucion de orujo de
uva.
Autoclave Wisd  Laboratory Esterilizacion de
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Espectrofotémetro

Jenway/ 6320D

Medicion de
absorbancia en
determinacién de
capacidad
antioxidante el orujo
de uva por
metodologia de
DPPH vy de turbidez
en curvas de
crecimiento.

Molinillo de café

Sindelen/Mol-165

Utilizado para moler
el orujo de uva seco.

(offee zfrinder 4

Rotovapor y bafio
termorregulado:

Biichi rotovapor/R-
205

Biichi heating bath/
B-490

Utilizado en la
extraccion de
compuestos
antioxidantes y
reduccion del
volumen de extracto
de orujo de uva.

Lector de Tecan/ Infinite Lector de turbidez
microplacas M200 pro utilizado para
estimar el
crecimiento
microbiano en el
tiempo para distintas
condiciones de
cultivo.
Shaker New brusnik Crecimiento
scientific / C24 microbiano con
incubator agitacion y
Infors HT/ AGGH- temperatura
4015 constante.
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Campana de flujo
laminar

Heraeus / HLB
2472
Heraeus/ HBL 2472

Utilizada en
mantener la
esterilidad en
preparacion y
medicién curvas de
crecimiento y
preparacion de
soluciones estériles.

Agitador de tubo
(Vortex)

Labnet VVx100

Utilizado en la
homogenizacion de
soluciones previo a

la medicion de

turbidez en el
espectrofotémetro.

Placas calefactoras
con agitacion

Heidolph MR Hei-
Standard

Utilizada en la
preparacion de
solucidn de orujo de
uva.

Refrigeradores

MADEMSA/
Nordik MR 480
Consul/ CVU27
Consul/ CVU27
Electrolux/
EFUP085YSKW
Oko-SantoSuper
electronic AEG
Daewoo/ RF-421S
Thermoscientific
Revco

Utilizado en el
almacenamiento de
soluciones (4°C); de
DPPH (-20°C) y de
gliceroles (-50°C)
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4.3. Medios de Cultivo

Para la preparacién de todos los medios de cultivo se utilizé agua de grifo proveniente de la region de
Valparaiso, Chile; cuyos pardmetros fisicoquimicos y bioldgicos correspondientes a los requisitos y
muestreo sanitario, se rigen por lo indicado en las Normas Chilenas 409/1 y 409/2. Ello incluye cuatro
criterios generales: 1. Presencia de quimicos y metales; 2. Turbidez y presencia de microorganismos; 3.
Caracteristicas fisicas detectables por los sentidos (color, olor y sabor) y 4. Desinfeccion y ausencia de
bacterias (ESVAL, 2023).

Para la realizacion de placas de cultivo microbiano se utiliz6 Agar Triptona-Soya (TSA, marca: Neogen
Culture Media; N° de serie/lote: US113375B; compuesto de digerido pancreatico de caseina 15 g/L;
digerido pancreatico de soya 5 g/L; NaCl 5 g/L y agar 15 g/L; pH= 7,3) Para los experimentos en medio
liquido en matraces, se utilizé el medio de cultivo minimo Bushnell-Haas (Bushnell & Haas, 1941) (BHB,
compuesto de NH4NOgs: 1g/L; Marca: Regon Chem Group; N° Serie /Lote: desconocido; KH2PO4: 1 g/L.
Marca: Merck KGaA; N° Serie /Lote: AM1703373112; K,HPO.: 1g/L; Marca: Winkler LTDA; N° Serie
/Lote: CAS7758-1-4; pH=7,0£0.2; las trazas requeridas para este medio estan compuestas por: MgSQO, 0,2
g/L(P.A. Nacional; sin lote o serie); CaCl, 0,02 g/L (P.A. Nacional, Marca: Vimaroni, pureza de 95%; sin
lote o serie); FeCl; 0,05 g/L. Marca: Merck N° de serie/lote: 1039431000, pureza (ensayo yodo métrica)
99/102 %). Para el crecimiento microbiano de pre-indculos destinados a experimentos en medio liquido en
matraces, se utilizé caldo soya tripticaseina (TSB, marca: Neogen Culture Media; N° de serie/lote:
UK301622/303; que contiene digerido pancreatico de caseina 17 g/L; digerido enzimatico de soya 3 g/L;
dextrosa 2,5 g/L; NaCl 5 g/L y K;HPO4 2,5 g/L; pH= 7,3). Se utilizé Cloruro de sodio (NaCl, marca: Merck
KGaA,; N° de serie/lote: K5222680416) al 3,5% para la preparacion de medios salinos y cloruro de sodio al
0,85% para realizar lavados celulares y en diluciones en la técnica de UFC.

4.4. Cepa bacteriana

Acinetobacter radioresistens DD78 ha sido aislada de la zona de la desembocadura del rio Aconcagua
(Coordenadas geograficas 32° 55°4.40”° latitud sur y 71° 30° 31.49”’ longitud oeste), desde suelos
contaminados con hidrocarburos (Aguila, 2014) (Macaya, et.al, 2019).
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4.5. Metodologias

4.5.1. Disefioy desarrollo experimental

El desarrollo de esta memoria se centrd en dos objetivos principales. Por un lado, determinar la capacidad
antioxidante por método DPPH de un extracto de orujo de uva Vitis vinifera variedad Cabernet sauvignon
y de a-tocopherol de forma paralela, como curva de calibracion. Luego se procedio a caracterizar el efecto
del orujo de uva en el crecimiento en hidrocarburos de A. radioresistens DD78 en condiciones salinas por
medio de experimentos en medio liquido en matraces. Se estudi6 dos fuentes de carbono: una convencional
e hidrocarburo en presencia y ausencia de NaCl; de orujo de uva y de orujo de uva mas NaCl. En la Figura
7 se puede apreciar un esquema del desarrollo experimental que se llevo a cabo:
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Orujo de Uva

Capacidad antioxidante

Extracto de orujo de uva

en etanol

Espectrofotometria

Reduccion del Radical
DPPH

a-tocopherol
(Calibracion)

Extracto de orujo de uva

— Con y sin orujo de uva

Fuente de carbono

Efecto en el crecimiento
microbiano

Solucion de orujo de

uva

Experimentos en medio
liquido: Matraz

Figura 7. Esquema desarrollo experimental.

- Con y sin NaCl
convencional
|_| Con y sin orujo de uva
mas sal
— Con y sin orujo de uva
Hidrocarburo Con y sin NaCl

|| Controles sin fuente de

carbono

|_| Cony sin orujo de uva

mas sal
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4.5.2. Obtencidn de la solucion de orujo de uva

La solucién de orujo de uva 300 g/L que se utilizd en los experimentos en medio liquido en matraces, se
prepard con la piel y semillas de uva Vitis vinifera variedad Cabernet sauvignon obtenida de la Vifia San
Miguel de Curico; siguiendo un protocolo modificado de (Alvarez-Santullano, 2018). El orujo fresco se
secO durante 4 dias a 55°C y se molié hasta obtener un polvo fino. El polvo obtenido se suspendié en agua
de grifo, dejandose macerar durante una hora. Posteriormente se filtré utilizando gasa, luego se centrifugd
a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C. A continuacion, el sobrenadante se recupero y se agregd metabisulfito 30
ppm para evitar crecimiento de levaduras. Posteriormente, se ajust6 el pH a 7,0 con una solucién 6M de
NaOH. Finalmente, la solucion se esterilizo utilizando autoclave durante 15 min y se almaceno en alicuotas
protegidas de la luz a -20°C. A continuacion, en la Figura 8 se muestra un diagrama del proceso de
preparacion de la solucidn de orujo de uva 300 g/L.

SECAR MOLER MACERAR CENRIFUGAR AJUSTAR pH ALMACENAR

/,\
"

——
|
=

_J4d

Figura 8. Proceso de preparacion de solucién de orujo de uva.

4.5.3. Determinacion de actividad antioxidante

Se han descrito diversas técnicas para evaluar la capacidad antioxidante de plantas y alimentos (Guija-Poma
et.al ,2015). El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas DPPH, posee una coloracién violeta
oscuro que, al afiadir una sustancia donadora de &tomos de hidrogeno, se reduce y se convierte en una
solucién amarilla péalida no radicalaria. Ademas, presenta absorcion a A=515 nm, razén por la que las
mediciones se realizaron en esta longitud de onda. Se ha escogido como método para cuantificar la
capacidad antioxidante del extracto orujo de uva debido a que es uno de los méas simples para medir la
capacidad antioxidante in vitro; es rapido, pues se puede obtener resultados en un periodo corto de tiempo;
porgue el radical DPPH es muy estable, lo que facilita su manejo en el laboratorio (Kedare & Singh, 2011)
y porque esta metodologia se ha utilizado con anterioridad en el Laboratorio para la estandarizacion de la
capacidad antioxidante de un extracto de bayas, de a-tocopherol y &cido ascérbico que fueron utilizados
para evaluar el efecto de los compuestos antioxidantes sobre el crecimiento, la morfologia y la degradacion
de PCB por B. xenovorans LB400 (Ponce, et al., 2011)

Se elabor6 un extracto de orujo de uva para determinar la capacidad antioxidante presente en el orujo. Se
utilizé 10 g de orujo de uva que se sect durante 4 dias a 55°C y se moli6 hasta obtener un polvo fino. Se
agreg6 200 mL de etanol absoluto y se incub6 por 24 h a 30 °C a 180 rpm (Zhu et al., 2019). Luego se filtrd
al vacio usando filtros Whatman rapido (nimero 1) y se redujo el volumen de la solucion al vacio en un
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rotavapor a 55 °C y 100 rpm hasta alcanzar un décimo del volumen. Posteriormente se filtrd la solucién con
filtros de PTFE de 0,22 pm. El solvente remanente se retird en estufa a 37°C durante 1h en un tubo de
ensayo de 10mL de masa conocida. Se obtuvo una solucion concentrada de 30 [mg/mL] que provenia de 15
g de orujo seco. Posteriormente, se elaboraron soluciones de extracto con concentracion conocidas y se
almacend a -20°C.

En la Figura 9, se esquematiza el proceso de obtencién del extracto de orujo de uva.

* 200 mL etanol
+ 10g polvo de orujo
seco

Whatman
filter (num1)

100 rpm
1/10 del volumen.

24h en shaker.

Figura 9. Proceso de obtencion del extracto de orujo uva.

Para determinar el secuestro de radicales libres, se siguié un protocolo modificado de (Molyneux, 2004)
donde se analiz6 el extracto de orujo de uva obtenido a concentraciones en cubeta de 750; 250; 75; 62,5;
50;37,5; 25y 12,5 [mg/L]. En paralelo se realizo la curva de calibrado con a-tocopherol en concentraciones
de cubeta de 56,7; 28,3; 14,2; 7,1; 3,5y 1,8 [mg/L] para comparar la capacidad antioxidante entre una
muestra conocida y una por conocer.

Para llevar a cabo lo anterior, se utilizé una solucién 200 uM de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) que
fue preparada utilizando etanol grado analitico como solvente. Esta solucion se almacenaba a -20°C y tenia
como duracién 1 semana desde su preparacion.

Tras preparar la soluciéon de DPPH 200 uM, se agregd 1 mL de esta con 950 puL de etanol grado analitico
en una cubeta para medicién en espectrofotdémetro y se homogeniz6 suavemente, quedando a una
concentracion final de DPPH en la cubeta de 100 uM. Se registr0 la absorbancia base que entregd la solucion
inicial a 515 nm.

Posteriormente, se agregd 50 uL. de muestra y se homogenizé cuidadosamente durante 20 segundos, y se
comenz6 con la medicion al minuto 1, 5, 10,15 20, 25 y 30, tanto para el extracto de orujo de uva como
para el a-tocopherol. El procedimiento se repitio tres veces de forma independiente con un duplicado técnico
para cada concentracion mencionada de extracto de orujo de uva y de a-tocopherol.
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A continuacién, en la Figura 10 se puede apreciar un diagrama del procedimiento que se ha descrito con
anterioridad:

50 pL de Muestra

A =515nm

Figura 10. Procedimiento de determinacion del secuestro de radicales libres.

Finalmente, con los datos obtenidos, se procedid a graficar los resultados de disminucion de absorbancia en
el tiempo y se determino el porcentaje de reduccion de DPPH de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Porcentaje de reduccion de DPPH

A —
% reducciéon = % x 100
0
Donde:

o Ay es laabsorbancia base que entregd la solucion inicial de DPPH 100 puM.
o A, es laabsorbancia de la solucién con la muestra al tiempo que se mida.

Cabe mencionar que las concentraciones que se observan en las gréaficas corresponden a las de cubeta, que
son 40 veces menor que las iniciales y se expresaron en [mg/L] con motivo de que fueran comparables con
las obtenidas de las curvas de extracto de orujo de uva.

4.5.4. Calculo del area bajo la curva de las curvas de Reduccién del radical DPPH en el tiempo en la
presencia de a-tocopherol y extracto de orujo de uva

El area bajo la curva se obtuvo al aplicar regresion a cada curva de reduccion del radical DPPH utilizando
Excel, procurando que el valor estadistico R? fuera lo mas cercano a 1 y que el comportamiento de la
ecuacion de la curva obtenida fuera el mas parecido al de la curva original. Tras obtener la ecuacion de la
curva asociada, se calcul6 el valor de la integral de dicha ecuacion utilizando Wolfram Alpha, y con ello, el
area bajo la curva.
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4.5.5. Preparacion de pre-indculo

Las bacterias fueron sembradas en placas con TSA bajo campana de flujo laminar. Tras sembrar, se
incubaron durante 24 horas a 30°C o bien, a temperatura ambiente por un periodo de 2 dias. Luego, bajo
campana de flujo laminar, se inocul6 una unica colonia en 3 ml de medio liquido TSB en tubo de ensayo de
15 ml a 30 °C, con agitacion constante a 147 rpm, por un periodo de 12 a 14 horas.
Para el caso del Acetato de Sodio, se preparo el pre-indculo directamente ajustando turbidez a 0.6, para
posteriormente agregar 500 L a los matraces que se indican en 4.5.6. Condiciones de Crecimiento.
Para la condicién con Diesel 1%v/v, se realiz6 un lavado celular, utilizando el siguiente protocolo:

1. Centrifugar el pre-indculo a 4000 rpm por 5 minutos a 4°C.

2. Retirar cuidadosamente el sobrenadante y conservar el pellet.

3. Agregar 3 ml de NaCl 0,85% vy resuspender el pellet cuidadosamente.

4. Repetir el paso 1, 2 y 3 dos veces més.

5. Medir turbidez de la solucion obtenida a 600 nm y luego ajustar a OD a 0.6

6. Agregar 500 pL a los matraces que se indican en 4.5.6. Condiciones de Crecimiento.

45.6. Condiciones de crecimiento

Los crecimientos bacterianos se realizaron a un volumen final de 50 ml (utilizando matraces de 250 mL), a
30 °C, con agitacién constante a 147 rpm. Se utiliz6 dos fuentes de carbono: una convencional,
correspondiente a Acetato de Sodio 20mM por un periodo de 30 horas y Diesel 1%v/v durante 60 horas. Se
realizaron medios de cultivo de 50 ml que tenian como base BHB 1X con sus respectivas trazas, NaCl 300
mM para el caso de los experimentos en condiciones salinas, un porcentaje de 7,5% de solucién de orujo de
uva 300 g/L obtenida como se describe en seccion 4.5.2 Obtencidn de la solucién de orujo de uva y 500
uL de pre-indculo como se describe en seccidn 4.5.5 Preparacion de pre-inéculo.

De esta forma, se llevé a cabo curvas de crecimiento en triplicado biol6gico y en duplicado técnico en las
siguientes condiciones:

1. Acetato de sodio 20mM
a. Acetato 20mM+ 7,5% de Orujo de Uva.
Acetato 20mM+ NaCl 300mM + 7,5% de Orujo de Uva.
7,5% de Orujo de Uva.
7,5% de Orujo de Uva + NaCl 300mM.
Acetato 20mM
Acetato 20mM+ NaCl 300mM
Control sin fuente de carbono.
h. Control sin fuente de carbono + NaCl 300mM.
2. Diesel 1%v/v:
a. Diesel 1%v/v + 7,5% de Orujo de Uva.
b. Diesel 1%v/v + NaCl 300mM + 7,5% de Orujo de Uva.
c. 7,5% de Orujo de Uva.
d. 7,5% de Orujo de Uva + NaCl 300mM.

@ o oo
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Diesel 1%v/v

Diesel 1%v/v + NaCl 300mM

Control sin fuente de carbono.

Control sin fuente de carbono + NaCl 300mM.

s@ o

En la Figura 11 se pueden apreciar las condiciones de experimentacion indicadas anteriormente y la
metodologia de determinacion de crecimiento microbiano.

- 5

5\ & C(-) sin Fuente 1 '
5 C(-) sin 4

C(-) sin 0 Fuente de o

de Carbono + E—
Fuente de Ruenicide Carbono + Orujo de

Carbono Canbonoks Orujo de Uva7,5% + NaCl 2=600 nm
NaCl 300mM 300mM %
Turbidez

Fuente de
Carbono +
Orujo de

Fuente de
Fuente de Carbono

Fuente de
Carbono

Carbono + NacCl
300mM

+ Orujo de
Uva7,5%

ALk

Uva7,5% + NaCl

/’.r ‘ \‘ /’/--—\\‘ l/ i / l / 7"1 /»' 7\\ he
/ LY w/ v/ / +
300mM ndndnds v r/ Crecimiento celular
[ | 2 f 3 | 4] 151 e A en Placas Petri

UFC

Figura 11. Condiciones de experimentacion y metodologia de determinacion de crecimiento microbiano.

Como se puede visualizar en la Figura 11, se determind el crecimiento de la cepa en el tiempo mediante
medicion de turbidez a 600 nm y se realiz6 el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Para el
recuento en placa, se sembraron diferentes diluciones en agar TSA (desde la -3 a la -6) y se realiz6 el conteo
tras 24 h de incubacion a 30 °C.
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Para determinar el valor de UFC/mL a graficar por condicion de crecimiento, se escogié una tnica dilucion,
cuyos valores de nimero de colonias fueran mayor a cero y también menores a un valor que no pudiera
cuantificarse con claridad. Con la dilucion seleccionada, se determin6 el promedio de las colonias, y se
obtuvo el valor de UFC/mI como se muestra en la Ecuacion 2 (Madigan, Martinko, & Parker, 2003).

Ecuacion 2. UFC/mL por condicion de crecimiento

UFC _
=X fafi
Donde:
e X :Promedio de conteo de colonias.
e f,;: Factor de dilucion

e f; : Factor Inéculo.

Para fines de esta memoria se llevd a cabo el desarrollo de solo las curvas de crecimiento gue incluyen orujo
de uva, pues aquellas que no lo contienen fueron realizadas de forma paralela a estos experimentos como
parte del desarrollo de la tesis doctoral “Caracterizacion de la respuesta al estrés salino de Acinetobacter
radioresistens DD78 y Rhodococcus sp. ICBD2 durante la degradacion de hidrocarburos de petroleo” de la
candidata a doctora e investigadora Ximena Baez Matus. Sin embargo, se tuvo acceso a los datos obtenidos
de las curvas que no contienen orujo de uva y que pertenecen a dicho trabajo de titulo, las que se pueden
visualizar en el Anexo 1. Por tanto, fue posible realizar analisis comparativos a nivel estadistico de las
condiciones con y sin orujo de uva.

4.5.7. Anélisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando ANOVA unidireccional y la Prueba de Tukey HSD (Honest
Significative Difference: diferencia honestamente significativa) para evaluar las diferencias en los valores
medios obtenidos en cada experimento. Los analisis se realizaron considerado un o = 0,05.
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5. Resultados

1. Determinar capacidad antioxidante del extracto orujo de uva cepa Cabernet Sauvignon.

El Gréfico 4 muestra el porcentaje de reduccion de radicales DPPH en el tiempo por a-tocopherol a
distintas concentraciones.

Tiempo [min]

100,00
90,00 ® ® ¢ ®
80,00 T T T T
i I I 1 I
T 70,00 T
o
8 60,00 —8—56,7 [mg/L]
o T —0— 28,3 [mg/L]
c
S 5000 f 14,2 [mg/L]
(&)
= —e—7,1 [mg/L
T 40,00 [ma/L]
o —0—3,5[mg/L]
(=]
S 30,00 1,8 [mg/L]
20,00 : : 3 s
10,00 s o 2 s
0,00
0 5 15 20 25 30

o =0,05).

Gréfico 4. Reduccion del radical DPPH a diferentes concentraciones a-tocopherol en el tiempo; (n=3

Se observa que existe un porcentaje de reduccion del radical DPPH significativamente mayor a medida
que la concentracion de a-tocopherol es mayor, llegando hasta un 91,83 +0,26 % de reduccién en la
concentracion de 56,7 [mg/L] a los 30 minutos, mientras que en la concentracion de 1,8 [mg/L] a un
10,84 £1,25% en el mismo tiempo. A continuacion, pueden observarse porcentajes de reduccion del
radical DPPH a diferentes concentraciones de a-tocopherol en el tiempo de 1, 15 y 30 minutos:

Tabla 4. Reduccion del radical DPPH a diferentes concentraciones de a-tocopherol en el tiempo (%)

Concentracion de a-tocopherol [mg/L] 1 min 15 min 30 min
18 9,84 10,84 10,84
14,2 51,83 76,24 76,66
56,7 89,02 91,83 91,83
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Las diferencias entre las medias del porcentaje méximo de reduccién del radical DPPH en la presencia
de a-tocopherol se evaluaron mediante la prueba de ANOVA unidireccional con un anélisis a posteriori
de Tukey HSD. Para lo anterior, fue considerando un o, = 0,05.

Los ensayos con a-tocopherol fueron realizados para estandarizar las condiciones del método y como
compuesto antioxidante de referencia. Por ello, con los valores de concentracion de a-tocopherol en
cubeta y del area bajo la curva obtenida, se procedio a realizar la curva control del Gréfico 5.

2400,00
2200,00 °
2000,00

1800,00
1600,00 7 y=15473x
R2=0,9996

1400,00
1200,00
1000,00
800,00
600,00

400,00

Area bajo la curva [min*%Reduccion DPPH]

200,00

000 &
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracion a-tocopherol (Cubeta) [mg/L]

Gréfico 5. Relacion entre el area bajo la curva de las curvas de Reduccién del radical DPPH en el tiempo en la
presencia de a-tocopherol.

En el Gréfico 5 se observa la relacion entre el area bajo la curva obtenida y el valor de concentracion
de a-tocopherol en cubeta, obteniéndose la ecuacion y = 154, 73x con un valor de R? equivalente a
0,9996. En la ecuacion, el parametro “x” indica el valor de la concentracion de a-tocopherol y el de “y”
el &rea bajo la curva asociada a este.
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Para determinar la actividad antioxidante en el orujo se realizaron soluciones con las concentraciones
indicadas en la Tabla 5. Estas soluciones se elaboraron a partir del extracto concentrado inicial de 30
[mg/mL] que provenia de 15 [g] de orujo inicial.

Tabla 5. Concentraciones de extracto de orujo de uva utilizadas en la construccion de las curvas analizadas.

Punto

Concentracion
Cubeta[mg/L]

750

250

37,5

25

0 (N o |01 | (W N |-

12,5

En la Gréfica 6, se aprecian los resultados de reduccion del radical DPPH a diferentes concentraciones
de extracto de orujo de uva en el tiempo, obtenidos de tres curvas independientes a partir de una solucién

inicial.

% Reduccion de DPPH
3
38

20,00 ﬁ/%_ﬁ: ————38%
—— —e o}
10,00 ::j —O0—0 O
0,00
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo [min]

35

—8— 750 [mg/L]
—8— 250 [mg/L]
—0— 75 [mg/L]
—8— 62,5 [mg/L]
50 [mg/L]
—8&— 37,5 [mg/L]
025 [mg/L]
12,5 [mg/L]

Grafico 6. Reduccion del radical DPPH en el tiempo en la presencia de extracto de orujo de uva.; (n=3; a = 0,05)
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En el Grafico 6 se observa que existe un mayor porcentaje de reduccion del radical DPPH a medida que
la concentracion de extracto de orujo de uva es mayor, llegando hasta un 82,36 + 2,64% de reduccién
en la concentracion de 750 [mg/L] a los 30 minutos, mientras que para la concentracion de 12,5 [mg/L]
a un 6,45 + 0,37% al tiempo de 30 minutos de ensayo. Estas diferencias mostraron tener significancia
estadistica de acuerdo con los analisis de varianza mencionados en la seccion materiales y métodos.

Ademés, se observa que a los 15 minutos el extracto de orujo de uva deja de estabilizar
significativamente el radical DPPH en el caso de las concentraciones entre 12-75 [mg/L]. Se puede
apreciar que entre las concentraciones de extracto de orujo de 62,5 y 50 [mg/L] no existen diferencias
significativas en el porcentaje de reduccion del radical DPPH a los 30 min. De igual manera, para las
concentraciones entre 75y 62,5 mg/L.

Para el caso de las concentraciones de 250-750 mg/L, se observa que existe una tendencia a continuar
con la estabilizacion hasta los 30 min de experiencia.

A continuacion, pueden observarse porcentajes de reduccién del radical DPPH a diferentes
concentraciones de extracto de orujo de uva en el tiempo de 1, 15 y 30 minutos:

Tabla 6. Reduccion del radical DPPH a diferentes concentraciones de Extracto de Orujo de Uva en el tiempo (%

Concentracion [mg/L]

12,5 4,67 6,27 6,45
37,5 8,42 13,22 14,29
750 22,72 68,27 82,36
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Los valores de concentracion de extracto de orujo de uva y del &rea bajo la curva, se muestran en el
Grafico 7.
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Gréfico 7. Relacion entre area bajo la curva de las curvas de Reduccion del radical DPPH en el tiempo en la presencia
de extracto de orujo de uva y de a-tocopherol.

De acuerdo con el Gréfico 7, se puede observar que el extracto de orujo de uva presenta una menor capacidad
antioxidante que el a-tocopherol en concentraciones de 12,5-750 [mg/L] de extracto. Lo anterior, porque se
requiere de una mayor concentracion de extracto de orujo de uva para lograr un porcentaje de reduccion del
radical DPPH similar al de una concentracion de a-tocopherol determinada. Ademas, se puede apreciar que
la cinética de reaccion es mayor para el caso de la curva de a-tocopherol.
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Con el valor de concentracion de a-tocopherol se determind la equivalencia de [ Jat equivalentes ]

MJExtracto de Orujo de Uva

asociado a cada concentracion de extracto de orujo de uva que se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7.Equivalencias de capacidad antioxidante de orujo de uva en equivalentes de a-tocoferol

Concentracion de mg.; equivalentes ]
Extracto de Orujo
de Uva [mg/L] MY Extracto de Orujo de Uva
750 0,016
250 0,027
75 0,046
62,5 0,050
50 0,058
37,5 0,061
25 0,079
12,5 0,093
0 0,000

*at: a-tocoferol.

Se puede apreciar que las soluciones con concentraciones de 12,5 — 750[ mg/L] de extracto de orujo de
uva, poseen la capacidad secuestradora de radicales DPPH de 0,016 — 0,093 mg de o-tocoferol
equivalentes. Esto indica que, en estos rangos de concentracion, los extractos de orujo presentan
capacidades antioxidantes 100 veces menores al control con a-tocopherol. Ademas, se muestra que las
soluciones de extracto mas diluidas presentan mayor cantidad de equivalentes de a-tocopherol por
miligramo de extracto.
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2. Caracterizar el efecto del extracto de orujo de uva sobre el crecimiento en hidrocarburos de A.
radioresistens DD78 en condiciones salinas.

Para ello, se evalud el crecimiento de A. radioresistens DD78 mediante cultivo liquido a través de UFC y
turbidez.

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos para cada fuente de carbono:

a. Fuente de Carbono: Acetato de sodio 20mM

El Gréfico 8 es el resultado de la medicién de turbidez por espectrofotometria a 600nm de curvas de
crecimiento realizadas en triplicado biolégico y duplicado técnico. Se puede apreciar que existe mayor
turbidez en aquellas condiciones que incluyen Acetato de Sodio 20mM respecto a los controles que no
contienen fuente de carbono:

Tabla 8. VValores de turbidez a 600nm en 12h de experimentacion en diferentes condiciones de crecimiento

Condicién Valor de Turbidez a 600nm en 12 h
Orujo de uva 7,5%, 0,48 + 0,03
Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM 0,72+0,18
Acetato 20mM + Orujo de uva 7,5%); 2,13+0,18
Acetato 20mM + Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM 2,53+ 0,04

En relacién con las fases de crecimiento, se puede apreciar que para las curvas de Acetato 20mM + Orujo
de uva 7,5% (rojo) y Acetato 20mM + NaCl 300mM + Orujo de uva 7,5% (celeste), la fase de latencia o
adaptacion se presenta en las primeras 4 horas de iniciado el experimento. Luego, se puede visualizar la fase
exponencial hasta aproximadamente las 12 horas de crecimiento, comenzando a su vez la fase estacionaria
gue perdura hasta las 30 horas de iniciada la experiencia. Por su parte, la fase de muerte no se aprecia durante
el tiempo que transcurrié el ensayo.

Para el caso de las curvas control sin presencia de Acetato 20mM, se puede observar que la fase de latencia
0 adaptacién se presenta en las primeras 4 horas. Luego, se puede visualizar la fase exponencial hasta
aproximadamente las 8 horas de iniciado el experimento, comenzando a su vez la fase estacionaria que
perdura hasta las 30 horas de iniciada la experiencia para ambas curvas. Por su parte, la fase de muerte no
se aprecia durante el tiempo que transcurrié el ensayo.
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Gréfico 8. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono con
7,5% de orujo de uva (negra); control sin fuente de carbono mas 7,5% de orujo de uva y 300mM de NaCl (rosada);
acetato de Sodio 20mM maés orujo de uva 7,5% (roja) y acetato de sodio 20mM mas orujo de uva 7,5% y 300mM de
NaCl (celeste) expresado en turbidez en una longitud de onda de 600nm (n=3; a = 0,05).

Para establecer si existen diferencias significativas entre las medias de crecimiento de las condiciones
experimentales, se realizé la prueba de ANOVA unidireccional, planteando como hipétesis nula que todas
ellas son iguales. En caso de rechazar la hip6tesis nula, se procedi6 a aplicar la prueba de Tukey HSD para
determinar entre que medias la diferencia es realmente significativa a nivel estadistico. Lo anterior, fue
considerando un a = 0,05. Es importante sefialar que, para estos analisis, se tomaron en cuenta los datos
obtenidos para las condiciones de crecimiento que no contienen orujo de uva al 7,5% y que forman parte de
la tesis doctoral de (Baez-Matus, Tesis doctoral en preparacion). De esta forma, se analizaron los datos por
intervalo de tiempo de cada condicién con sus respectivas replicas bioldgicas (n=3) y técnicas (n=2),
obteniendo la significancia concerniente que se indica en la tabla adjunta, donde si existe una real

significancia estadistica en el intervalo de tiempo analizado, se indica “SI”, en caso contrario, se sefiala
‘GNO?’.
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Tabla 9. Significancia estadistica segiin Test de Tukey HSD entre las diferentes curvas de crecimiento obtenidas desde
medicidén de turbidez a 600 nm

Condiciones
analizadas (medias 0 4 8 12 24 30
poblacionales)
0-0S NO Sl NO NO NO NO
0-AO NO NO Sl Sl Sl Sl
0-AOS NO Sl Sl Sl Sl Sl
O-C NO NO NO Sl NO NO
O-A NO NO Sl Sl Sl S|
0-CS NO NO NO Sl NO NO
0-AS NO NO NO NO Sl Sl
0S-AO NO Sl Sl Sl Sl Sl
0S-AOS NO NO Sl Sl Sl Sl
0S-C NO NO Sl Sl NO NO
OS-A NO NO NO Sl Sl Sl
0S-CS NO NO Sl Sl NO NO
0S-AS NO NO Sl NO Sl Sl
AO-AOS NO Sl NO Sl NO NO
AO-C NO NO Sl Sl Sl Sl
AO-A NO NO NO Sl NO NO
AO-CS NO NO Sl Sl Sl Sl
AO-AS NO NO Sl Sl Sl Sl
AOS-C NO NO Sl Sl Sl Sl
AOS-A NO NO NO Sl Sl Sl
AOS-CS NO NO Sl Sl Sl Sl
AOS-AS NO NO Sl Sl Sl Sl
A-AS NO NO Sl Sl NO NO
A-C NO NO Sl Sl Sl Sl
A-CS NO NO Sl Sl Sl Sl
CS-AS NO NO NO Sl Sl Sl
C-CS NO NO NO NO NO NO
C-AS NO NO NO Sl Sl Sl

Leyenda de tabla: Condiciones analizadas (medias poblacionales)

O: Control sin fuente de carbono méas 7,5% de orujo de uva; OS: Control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de uva; AO:
Acetato 20mM mas 7,5% de orujo de uva; AOS: Acetato 20mM mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de uva; C: Control sin fuente de carbono;
CS: Control sin fuente de carbono mas 300 mM de NaCl; A: Acetato 20mM; AS: Acetato 20mM mas 300 mM de NaCl.

Péagina 51



Universidad Técnica Federico Santa Maria
Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental _;(IQA
Departamento de Quimica

El Gréfico 9 es el resultado del analisis de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) de curvas de
crecimiento realizadas en triplicado bioldgico y duplicado técnico. En él, se puede apreciar que existe mayor
crecimiento en aquellas condiciones que incluyen Acetato de Sodio 20mM respecto a los controles sin fuente
de carbono. También, que existe crecimiento en dichos controles. Ademas, se puede distinguir que las
condiciones que presentan NaCl muestran un menor crecimiento en UFC/ml respecto a la condicion
equivalente que no la posee. A las 12 horas de crecimiento, se puede visualizar lo siguiente:

Tabla 10. Valores de UFC/ml a las 12h de experimentacion en diferentes condiciones de crecimiento
Condicion Valor de UFC/ml en 12 h

Orujo de uva 7,5%, 4,81x10°+ 1,46x10°
Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM 4,11x10°+ 8,55x108
Acetato 20mM + Orujo de uva 7,5%; 9,83x10%°+ 2,20%108
Acetato 20mM + Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM 7,67x10%°+ 8,82x108

Respecto a las fases de crecimiento, para el caso de las curvas que presentan Acetato 20mM, se puede
apreciar que la fase de latencia o adaptacion se presenta hasta aproximadamente las 4 horas de iniciada la
experiencia. Luego la fase exponencial se muestra hasta aproximadamente las 12 horas. Seguido de ello, se
puede visualizar la fase exponencial hasta las 30 horas, donde finaliz6 la experiencia. En lo que concierne
a la fase de muerte, no fue posible de apreciar en la duracion total del experimento. Para el caso de las curvas
gue no contienen la fuente de carbono, se puede apreciar que presentan su fase de adaptacion durante las
primeras 4 horas de iniciada la experiencia. Luego, se puede notar la fase exponencial hasta la hora 8 para
el caso de la curva Orujo + 7,5% (negra) y hasta la hora 12 para la curva de Orujo de uva 7,5% + NaCl
300mM (rosada). Respecto a la fase de muerte, no fue posible de apreciar en la duracién total del
experimento.
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Grafico 9. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono con 7,5% de
orujo de uva (negra); control sin fuente de carbono mas 7,5% de orujo de uva 'y 300mM de NaCl (rosado); acetato de sodio
20mM mas orujo de uva 7,5% (rojo) y acetato de sodio 20mM mas orujo de uva 7,5% y 300mM de NaCl (celeste) expresado
en Unidades Formadoras de colonia por mL (UFC/mL) (n=3; a=0,05)

De las imégenes obtenidas de las placas de experimentacion, se aprecia que existe mayor crecimiento en
aquellas condiciones que incluyen la fuente de carbono y el 7,5% de Orujo de uva. Ademas, se observa que
al comparar las colonias en las condiciones que han crecido en presencia de orujo de uva respecto a las que
no lo contienen, estas presentan mayor definicion y tamafio.
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Acetato + orujo de uva 7,5% Acetato + 300 mM NaCl
(12h) (12h)

de uva (12h)

orujo de uva (12h) (12h)

mﬁ;;femo Control sin Acetato + 7,5% orujo de uva (12h)

Figura 12. Comparacion en Unidades Formadoras de Colonia de A. radioresistens DD78 a las 12h de crecimiento a 30°C a
147 rpm en presencia de Acetato. De izquierda a derechay en orden descendente, se observan las condiciones de crecimiento
en acetato; acetato mas 7,5% de orujo de uva; acetato mas 300mM de NaCl; acetato mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo
de uva; control sin fuente de carbono méas 300mM de NaCl; control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl y 7,5% de
orujo de uva; control sin fuente de carbono y control sin fuente de carbono y 7,5% de orujo de uva.
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De igual manera que para la turbidez, se analiz0 la significancia estadistica de las diferencias de las medias
de cada curva de crecimiento mediante la prueba de ANOVA unidireccional y posteriormente realizando la
prueba de Tukey HSD, considerando los datos de las graficas del Anexo 1, que corresponden a las
condiciones sin orujo de uva y que son parte de los experimentos de (Baez-Matus, Tesis doctoral en
preparacion). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para cada intervalo de tiempo. Cabe
mencionar que se ha adjuntado un ejemplo de los calculos efectuados de (UFC/mI) para Acetato 20mM a
las 8h de experimentacion en el Anexo 2.

Tabla 11. Significancia estadistica segun Test de Tukey entre las diferentes curvas de crecimiento obtenidas desde UFC en
Acetato 20mM.

CondlcwgcejJ ;r;?cl)ﬁ:gi)s (Medias 0 4 8 12 24 30
0-0S NO NO Sl NO NO NO
O-AO NO NO Sl Sl SI Sl
0O-AOS NO NO SI NO SI Sl

O-C NO NO SI Sl SI NO
O-A NO NO Sl NO NO NO
O-CS NO NO Sl Sl SI NO
O-AS NO NO Sl Sl NO NO
0S-AO NO NO NO Sl SI Sl
0OS-AO0S NO NO SI SI SI Sl
Os-C NO NO Sl Sl SI NO
OS-A NO NO NO NO NO NO
0S-Cs NO NO Sl Sl Sl NO
0OS-AS NO NO Sl NO NO NO
AO-AOS NO NO NO NO NO NO
AO-C NO NO Sl Sl Sl Sl
AO-A NO NO NO Sl Sl SI
AO-CS NO NO Sl Sl SI Sl
AO-AS NO NO SI SI SI Sl
AOS-C NO NO NO Sl SI Sl
AOS-A NO NO NO NO NO NO
AOS-CS NO NO SI Sl SI Sl
AOS-AS NO NO NO SI NO NO
A-AS NO NO Sl Sl NO NO
A-C NO NO Sl Sl Sl Sl
A-CS NO NO Sl Sl Sl Sl
CS-AS NO NO NO NO Sl Sl
C-CS NO NO NO NO NO NO
C-AS NO NO NO NO Sl Sl
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Leyenda de tabla: Condiciones analizadas (Medias Poblacionales)

O: Control sin fuente de carbono més 7,5% de orujo de uva; OS: Control sin fuente de carbono méas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de uva; AO:
Acetato 20mM mas 7,5% de orujo de uva; AOS: Acetato 20mM mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de uva; C: Control sin fuente de carbono;
CS: Control sin fuente de carbono més 300 mM de NaCl; A: Acetato 20mM; AS: Acetato 20mM més 300 mM de NaCl.

Al comparar los resultados estadisticos obtenidos de la prueba de ANOVA y de Tukey HSD de las curvas
de crecimiento se tiene lo siguiente:

Considerando el criterio presencia de orujo de uva, se tiene lo siguiente:

e Controles con y sin orujo de uva (O-C): al comparar los controles sin fuente de carbono (sin
acetato de sodio) se aprecia que existen diferencias significativas a partir de las 8h hasta las 24h de
crecimiento, luego de ello, no existen diferencias significativas debido a que ambas curvas se
encuentran iniciando la fase de muerte. A las 12 horas, se puede visualizar que ambas curvas ya se
encuentran en la fase estacionaria, por lo que es posible comparar el valor de UFC/ml de ambas
condiciones. Para el caso del control con orujo de uva, se tiene un valor de 4,81x10° UFC/ml,
mientras que, para la condicién sin orujo se tiene un valor de 5,28x10% UFC/ml, lo que sugiere un
crecimiento 9,1 veces mayor para el control con orujo de uva.

e Control méas NaCl cony sin orujo de uva (CS-OS): al comparar los controles con NaCl, se aprecia
que existen diferencias significativas a partir de las 8h hasta las 24h de iniciado el experimento,
luego de ello, no existen diferencias significativas. A las 12 horas, se aprecia que ambas curvas ya
se encuentran en la fase estacionaria, por lo que es posible comparar el valor de UFC/ml de ambas
condiciones. Para el caso del control con orujo de uva y NaCl, se tiene un valor de 4,11x10°UFC/ml,
mientras que, para la condicién sin orujo de uva se tiene un valor de 3,52x108 UFC/ml, lo que
sugiere un crecimiento 11,7 veces mayor para el control con orujo de uva 'y NaCl.

e Acetato con y sin orujo de uva (AO-A): al comparar ambas curvas, se aprecia gque existen
diferencias significativas a partir de las 12h de crecimiento hasta finalizar el experimento a las 30h.
A partir de las 12h, se observa que ambas curvas ya se encuentran en la fase estacionaria, por lo que
es posible comparar el valor de UFC/ml de ambas condiciones. Para el caso de la curva de Acetato
con orujo de uva, se tiene un valor de 9,83x10° UFC/ml, mientras que, para la condicién sin orujo
se tiene un valor de 5,14x10° UFC/ml, lo que sugiere un crecimiento 1,9 veces mayor para la
condicidn con orujo de uva.

e Acetato mas NaCl con y sin orujo de uva (AS-AOS): Al comparar ambas curvas de crecimiento,
se aprecia que solo existen diferencias significativas a las 12h de crecimiento, mostrandose un
crecimiento 7 veces mayor de la condicion que posee orujo de uva. Esto se debe a que la curva que
contine orujo presenta una fase de adaptacion o latencia y una fase exponencial mas corta que la
curva que no lo contiene, alcanzando la meseta a las 12 horas de crecimiento, mientras que la
condicidn sin orujo la alcanza a las 24 horas. Sin embargo, cuando ambas curvas alcanzan la fase
estacionaria, no existen diferencias significativas en el crecimiento microbiano.
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El segundo criterio, fue la presencia de NaCl y al comparar los resultados estadisticos obtenidos de la
prueba de ANOVA y de Tukey HSD de las curvas de crecimiento se tiene lo siguiente:

Controles con y sin NaCl (C-CS): se puede observar que no existen diferencias significativas en
las 30 horas de experiencia. No existe crecimiento microbiano es estas curvas.

Controles con orujo de uva con y sin NaCl (O-OS): se puede apreciar que solo existen diferencias
significativas a las 8 horas de crecimiento, donde la condicién sin NaCl (4,78x10° UFC/ml) presenta
un crecimiento 2 veces mayor que la condicién que lo contiene (2,33x10° UFC/ml). Esto se debe a
que la curva que posee NaCl presenta una fase de adaptacion o latencia y una fase exponencial mas
duradera que la curva sin NaCl, alcanzando la fase estacionaria a las 12 horas de crecimiento,
mientras que la condicién sin NaCl la alcanza a las 8 horas. A partir de las 12 horas, no existen
diferencias significativas.

Acetato con y sin NaCl (A-AS): se puede apreciar que solo existen diferencias significativas entre
las 8 y 12 horas de crecimiento, donde la condicion sin NaCl (1,45x10° UFC/ml) a las 8 horas
presenta un crecimiento 3,9 veces mayor que la condicién que lo contiene (3,72x108 UFC/ml). Esto
se debe a que la curva que posee NaCl presenta una fase de adaptacion o latencia y una fase
exponencial més larga que la curva sin NaCl, alcanzando la meseta a las 24 horas de crecimiento,
mientras que la condicion que no lo contiene la alcanza a las 12 horas

Acetato con orujo de uva con y sin NaCl (AO-AQOS): se puede observar que no existen diferencias
significativas en las 30 horas de experiencia, apreciandose similitudes en la duracion de las fases de
latencia, exponencial y estacionaria.

Ademas de analizar los criterios anteriormente mencionados, fue posible observar otros resultados
estadisticos obtenidos de la prueba de ANOVA y de Tukey HSD de las curvas de crecimiento, que se
detallan a continuacion:

Acetato con orujo de uva mas NaCl y Acetato (AOS-A): se puede observar que no existen
diferencias significativas en las 30 horas de experiencia, apreciandose similitudes en la duracion de
las fases de latencia, exponencial y estacionaria.

Control con orujo de uva mas NaCl y Acetato mas NaCl (OS-AS): al comparar estas
condiciones, se puede apreciar que existen diferencias significativas solo en la octava hora de
crecimiento, debido a que, en este punto, la curva control con orujo de uva mas NaCl se encuentra
en la fase exponencial, mientras que la de Acetato mas NaCl aun se encuentra en la fase de latencia.
Luego de las 12 horas no se aprecian diferencias significativas.
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e Control con orujo de uva mas NaCl y Acetato (OS-A): se puede apreciar que no existen
diferencias significativas en las 30 horas de experiencia, observandose similitudes en la duracién
de las fases de latencia, exponencial y estacionaria a pesar de la presencia de NaCl en el caso del
control con orujo de uva.

e Control con orujo de uva y Acetato (O-A): al quitar el NaCl del control con orujo de uva, se
puede apreciar que existen diferencias significativas con la curva de acetato solo en la octava hora
de crecimiento, debido a que la curva control de orujo de uva alcanza la fase estacionaria a las 8
horas, mientras que la de acetato a las 12 horas de iniciada la experiencia. Ademas, se puede
visualizar que, a partir de las 12 horas, cuando ambas curvas se encuentran en la meseta, no se
aprecian diferencias significativas en el crecimiento microbiano.

e Control con orujo de uvay Acetato mas NaCl (O-AS): Al agregar NaCl a la condicién de acetato,
se puede apreciar que solo existen diferencias significativas con el control con orujo de uva entre
las 8 y 12 horas de crecimiento. A pesar de gque se estan evaluando condiciones cuya diferencia
radica en la presencia de fuente de carbono y NaCl, se puede visualizar que el NaCl genera estrés
en la bacteria y por tanto, se visualiza una fase de adaptacion y una fase exponencial mas larga que
la curva sin NaCl, alcanzando la meseta a las 24 horas de crecimiento para el caso de la curva
Acetato mas NaCl, mientras que la condicidn control la alcanza a las 8 horas.
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b. Fuente de Carbono: Diesel 1%v/v:

En el Gréfico 10, es el resultado de la medicidn de turbidez por espectrofotometria a 600nm de curvas de
crecimiento realizadas en triplicado bioldgico y duplicado técnico en presencia de Diesel 1%v/v. Se observa
gue no es posible determinar un comportamiento claro del crecimiento microbiano, dado a que se han
obtenido valores de turbidez negativos:

15

1,25

0,75

Turbidez [600nm]

-0,75 .
Tiempo [h]
—@— Orujo de Uva 7,5% —&— Orujo de Uva 7,5% + NaCl 300mM
—@— Diesel 1%v/v + Orujo de Uva 7,5% —0— Diesel 1%v/v + Orujo de Uva 7,5% + NaCl 300mM

Gréafico 10. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono mas 7,5%
de orujo de uva (negro); control sin fuente de carbono mas 7,5% de orujo de uva y 300mM de NaCl (rosado); diésel 1%v/v
mas Orujo de Uva 7,5% (rojo) y diésel 1%v/v méas Orujo de Uva 7,5% y 300mM de NaCl (celeste) expresado en turbidez en
una longitud de onda de 600nm (n=3; a=0,05).
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El Grafico 11 es el resultado del andlisis de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mI) de curvas de
crecimiento realizadas en triplicado bioldgico y duplicado técnico en presencia de Diesel 1%v/v. En él, se
puede apreciar que existe crecimiento en los controles sin fuente de carbono y que en aquellas condiciones
gue contienen Diesel 1% v/v se presenta un menor valor de UFC/ml respecto a los controles. Ademas, se
puede distinguir que las condiciones que presentan NaCl muestran un menor crecimiento respecto a la
condicion equivalente que no la posee. A las 36 horas de crecimiento, se puede visualizar lo siguiente:

Tabla 12. Valores de UFC/ml en 36 h de experimentacion en diferentes condiciones de crecimiento
Condicion Valor de UFC/ml en 36 h

Orujo de uva 7,5%, 7,61x10%°+ 1,21x10°
Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM 6,11x10°+ 2,50%10°
Diesel 1%v/v + Orujo de uva 7,5%; 5,78x10°+ 1,84x108
Diesel 1%v/v + Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM 1,11x105+ 1,92x10°

En lo que atafie a las fases de crecimiento, se puede apreciar que la curva Diesel 1%v/v + orujo de uva
7,5%+ NaCl 300mM (morado) presenta una fase de latencia o adaptacion de aproximadamente 36 horas.
Posterior a ello, puede apreciarse la fase exponencial hasta las 60 horas, donde finaliz6 esta experiencia.
Para el caso de la curva Diesel 1%v/v + orujo de uva 7,5% (verde), se observa una fase de latencia o
adaptacion de aproximadamente 24 horas. Luego, se aprecia la fase exponencial hasta las 36 horas, iniciando
la fase estacionaria hasta finalizar las 60 horas de duracién de esta experiencia. Los controles sin fuente de
carbono presentan una fase exponencial hasta hora 12. Luego se observa un decrecimiento hasta la hora 24
y posteriormente retomando el crecimiento hasta la hora 36. Para el caso de la curva de Orujo de uva 7,5%
(azul), se observa una meseta hasta finalizar las 60 de experiencia. Por su parte, para el caso de la curva
Orujo de uva 7,5% + NaCl 300mM (roja), se observa una disminucion de la biomasa hasta finalizar las 60
horas.
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Grafico 11. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono mas 7,5%
de orujo de uva (negro); control sin fuente de carbono mas 7,5% de orujo de uva y 300mM de NaCl (rosado); diésel 1%v/v
mas Orujo de Uva 7,5% (rojo) y diésel 1%v/v méas Orujo de Uva 7,5% y 300mM de NaCl (celeste) expresado en Unidades
Formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL). (n=3; ¢=0,05)

De las imagenes obtenidas de las placas de experimentacién, se aprecia que a las 48 de horas de iniciada la
experiencia, es posible observar que el crecimiento bacteriano es mayor en aquellas condiciones que
presentan orujo de uva 7,5% y que las colonias presentan un mayor fitness respecto a las condiciones que
carecen de este.
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Diesel + 7,5% Orujo de Uva
(48h)

Diesel + 300 mM NaCl
(48h)

Diesel + 300 mM NaCl + 7,5% Orujo de
Uva (48h)

Control sin Diesel + 300 mM NaCl
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7,5% Orujo de Uva (48h)
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Control sin Diesel + 300 mM NaCl

Figura 13. Comparacion en Unidades Formadoras de Colonia de A. radioresistens DD78 a las 48h de crecimiento a 30°C a
147rpm en presencia de diésel. De izquierda a derecha y en orden descendente, se observan las condiciones de crecimiento
en diésel; diésel mas 7,5% de orujo de uva; diésel mas 300mM de NaCl; diésel mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de uva;
control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl; control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de
uva; control sin fuente de carbono y control sin fuente de carbono y 7,5% de orujo de uva.
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De igual manera que para el Acetato 20 mM, se analizo la significancia estadistica de las diferencias de las
medias de cada curva de crecimiento mediante la prueba de ANOVA unidireccional y posteriormente
aplicando la prueba de Tukey HSD. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para cada
intervalo de tiempo.

Tabla 13.Significancia estadistica segun Test de Tukey entre las diferentes curvas de crecimiento obtenidas desde
UFC en diésel 1%v/v.

Diferencia
Poblacional Oh 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h
(media)
0O-0S NO Sl NO NO Sl Sl
O-DO NO Sl Sl NO Sl NO
0O-DOS NO Sl Sl Sl Sl Sl
0OS-DO NO Sl Sl NO NO NO
0OS-DOS NO Sl Sl Sl Sl NO
DO-DOS NO NO NO Sl Sl NO
C-O NO Sl Sl Sl Sl Sl
C-0S NO Sl Sl Sl Sl NO
C-DO NO NO NO Sl Sl Sl
C-DOS NO NO NO NO NO NO
C-CS NO NO NO NO NO NO
CS-O0 NO Sl SI SI SI SI
CS-0S NO Sl Sl Sl Sl Sl
CS-DO NO NO NO Sl Sl Sl
CS-DOS NO NO NO NO NO NO

Leyenda de tabla: Condiciones analizadas (Medias Poblacionales)

O: Control sin fuente de carbono méas 7,5% de orujo de uva; OS: Control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl y 7,5% de
orujo de uva; DO: Diesel 1%v/v més 7,5% de orujo de uva; DOS: Diesel 1%v/v mas 300mM de NaCl y 7,5% de orujo de uva; C:
Control sin fuente de carbono; CS: Control sin fuente de carbono mas 300 mM de NaCl.
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El primer criterio de comparacion fue la presencia de orujo de uva y al analizar los resultados estadisticos
obtenidos de la prueba de ANOVA y de Tukey HSD de las curvas de crecimiento se tiene lo siguiente:

e Controles con y sin orujo de uva (O-C): al comparar los controles sin fuente de carbono (sin
diésel) se aprecia que existen diferencias significativas durante las 60 horas de experimentacion,
observandose que existe mayor crecimiento en la condicion que contiene orujo de uva. Ademas, se
aprecia que existen dos maximos de crecimiento en la curva que contiene orujo: a las 12 y 30 horas,
presentandose un crecimiento con caracteristicas de diadxico.

e Control méas NaCl con y sin orujo de uva (CS-OS): para el caso de los controles con NaCl, se
aprecia que existen diferencias significativas entre ellos durante todo el desarrollo de la experiencia.
Al igual gue en el andlisis anterior, se observa que existe mayor crecimiento en la condicion que
contiene orujo de uva. Ademas, también se aprecia que existen dos maximos de crecimiento en la
curva que contiene orujo de uva: a las 12 y 30 horas, presentandose un crecimiento con
caracteristicas de diauxico.

El segundo criterio, fue la presencia de NaCl y al comparar los resultados estadisticos obtenidos de la
prueba de ANOVA y de Tukey HSD de las curvas de crecimiento se tiene lo siguiente:

e Controles con y sin NaCl (C-CS): se puede observar que no existe crecimiento en estas curvas.
Ademas, no se observan diferencias significativas en las 30 horas de experiencia.

e Controles con orujo de uva con y sin NaCl (O-OS): se puede apreciar que existen diferencias
significativas a las 12 horas de experiencia, donde la condicién sin NaCl presenta un crecimiento
mayor que la condicion que lo contiene. Luego, no existen diferencias significativas hasta la hora
36 y se retoman a las 48 horas, donde la curva que contiene NaCl parece iniciar su fase de muerte,
mientras que la curva sin NaCl se mantiene en fase estacionaria.

e Diesel con orujo de uva cony sin NaCl (DO-DOS): se puede apreciar que solo existen diferencias
significativas entre las 36 y 48 horas de crecimiento, donde la condicién sin NaCl (4,56x10°
UFC/ml) a las 48 horas presenta un crecimiento 4,1 veces mayor que la condicion que contiene
NaCl (1,11x10° UFC/ml). Esto se debe a que la curva que posee NaCl presenta una fase de
adaptacion o latencia y una fase exponencial mas larga que la curva sin NaCl, alcanzando la meseta
maés alla de las 60 horas de crecimiento, mientras que la condicién que no lo contiene la alcanza a
las 36 horas.
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El tercer criterio, fue la presencia de diésel 1% v/v y al comparar los resultados estadisticos obtenidos de
la prueba de ANOVA y de Tukey HSD de las curvas de crecimiento se tiene lo siguiente:

e Curvade diésel con orujo de uvay control con orujo de uva (DO-O): al comparar ambas curvas,
se observa que existe un menor crecimiento en la condicion que contiene diésel. Ademas, se puede
apreciar que entre estas curvas no existen diferencias significativas a las 36 horas de crecimiento.

e Curvade diésel con orujo de uva més NaCl y curva de orujo de uva mas NaCl (DOS-OS): Al
igual que en el caso anterior, se puede observar que existe un menor crecimiento en la curva que
contiene diésel, quien tiene el rol de fuente de carbono. Ademas, se puede apreciar que entre estas
curvas existen diferencias significativas durante las primeras 48 horas de experiencia.

Tras analizar las curvas de crecimiento realizadas con medicion de turbidez y de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC), se descartaron los resultados obtenidos a partir de la turbidez a 600nm tanto para acetato de
sodio como para diésel. Lo anterior, debido a que la solucién de orujo de uva utilizada presentaba sélidos
suspendidos que no se pudieron eliminar a pesar de todos los tratamientos indicados en 4.5.2. Obtencién
de la solucién de orujo de uva y provocaron ruido en las mediciones, arrojando incluso valores de turbidez
negativos al utilizar diésel como fuente de carbono, por lo que los resultados no son representativos del
crecimiento microbiano. De esta forma, se consideraron solo las curvas de crecimiento obtenidas a partir de
los valores de UFC.
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6. Discusion

La biorremediacion se presenta como una alternativa sostenible para recuperar suelos salinos contaminados
con petréleo, por lo que la busqueda de microorganismos capaces de degradar los hidrocarburos de petréleo
y tolerar condiciones salinas es crucial para llevar a cabo estos procesos de remediacion (Boopathy, 2000;
Fuentes, 2014; Varjani, 2017).

La presencia de NaCl ralentiza el proceso de degradacion de los microorganismos debido a que acelera la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel celular (Mgller, et al., 2007; Miller, et al., 2010;
Hossain, et al., 2016). Las células poseen mecanismos antioxidantes enddgenos y exdgenos para estabilizar
las ROS, pero cuando la generacion de ROS sobrepasa la capacidad de estos sistemas para estabilizarlas,
causan estrés oxidativo, lo que deteriora la maquinaria celular a nivel de lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. Los antioxidantes son un mecanismo exdgeno que permite estabilizar las ROS y con ello, reducir
el estrés oxidativo (Montero,1996; Venereo Gutiérrez, 2002; Mayor Oxilia 2010).

Una fuente de obtencion de antioxidantes son diferentes frutas, entre ellas las uvas, la que se produce
abundantemente en Chile, debido a la creciente industria del vino, siendo la cepa Cabernet Sauvignon la
més demandada.

La industria del vino genera residuos liquidos y sélidos, destacando el orujo de uva entre estos tltimos. Este
residuo que se compone principalmente de las semillas y la piel de la uva posee una alta concentracion de
compuestos fendlicos extraibles, debido a la mala extraccion fendlica en el proceso de vinificacion (Lopez-
Astorga et al.,2022).

Por esta razon, el orujo de uva se presenta como una posible fuente de obtencién de antioxidantes que
permitiria reducir el estrés oxidativo generado por el metabolismo microbiano en la degradacién de
hidrocarburos en presencia de NaCl y, a su vez, reducir la acumulacién de este desecho que ocasiona malos
olores, generacién de plagas, problemas de contaminacidn de aguas, entre otros (Christ & Burrit, 2013;
Dwyer et al., 2014)

Por lo tanto, el orujo de uva de la cepa Cabernet Sauvignon se muestra como el sujeto de estudio, dado a la
alta produccién de esta materia prima en Chile, por la alta demanda de vino de esta variedad y a su gran
capacidad antioxidante y contenido fendlico (Rockenbach et al.,2011; Hornedo-Ortega et al.,2020)

Para llevar a cabo este trabajo, se utiliz6 orujo de uva cepa Cabernet Sauvignon proveniente de la Vifia San
Miguel de Curicé y se ha buscado caracterizar esta materia prima al evaluar su capacidad antioxidante.
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1. Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto orujo de uva cepa Cabernet Sauvignon.

El extracto de orujo de uva logro hasta un 82% de reduccidn del radical DPPH a los 30 minutos; sugiriendo
gue posee capacidad antioxidante. Ademas, ensayos por método ORAC demuestran un valor de 23.461,3
pmol ET/100 ml mta y se determind que el orujo de uva tiene niveles de polifenoles totales de 2.322,9 mg
EAG/100 mg mta y niveles de Vitamina C y E de 1,7 y 1,9 mg/100g de orujo (INTA,2022; Baez-
Matus, Tesis en preparacion).

Se tiene conocimiento de que el orujo de uva contiene una amplia gama de compuestos bioactivos, como
los compuestos fendlicos, que se caracterizan por tener gran capacidad antioxidante. Se estima que mas de
un 70% del contenido de compuestos fendlicos presentes en la uva permanecen en el orujo después del
proceso de elaboracion del vino (Ky, et al., 2014). Por tanto, la capacidad antioxidante del orujo de uva
variedad Cabernet Sauvignon se debe a que este contiene compuestos como el &cido protocatecuico,
epigalocatequina, resveratrol, miricetina-3-O-ramnosido y antocianinas (cianidina-3-glucésido, malvidina-
3-glucésido, petunidina-3-glucésido) que tienen propiedades antioxidantes y que son ampliamente
reportados en orujo de uva tinta (Lopez-Astorga,2022).

Por otro lado, se observa que a medida que la concentracion de a-tocopherol y de extracto de orujo de uva
aumentan, se increment6 el porcentaje de reduccion de DPPH. Sin embargo, se puede apreciar que el a-
tocopherol es un mejor antioxidante que el orujo de uva, llegando hasta un 89,02 % de reduccion en la
concentracion de 56,7 [mg/L] a los 5 minutos; mientras que el orujo de uva logra un 82,36 % de reduccion
en la concentracion de 750 [mg/L] a los 30 minutos. Por tanto, se requiere de mayor tiempo y concentracion
de extracto de orujo de uva para lograr un porcentaje de reduccion de radical DPPH similar.

Ello, se puede deber a que el a-tocopherol (sustancia de alta pureza >95%), reacciona con el DDPH en una
estequiometria de 2:1, como el glutation, las aminas aromaticas (como la p-fenilendiamina y el p-
aminofenol) y los compuestos polihidroxi arométicos (como la hidroquinona y el pirogalol)
(Molyneux,2004). Ello, propicia a que la estabilizacion de este radical sea més expedita que para el caso del
orujo de uva, que es una solucion heterogénea compleja, que presenta una distribucion de los compuestos
fendlicos variable (L6pez-Astorga,2022).

Por tanto, en el orujo existen diversos compuestos bioactivos que tienen propiedades antioxidantes y que
podrian reaccionar con el radical DPPH al donar un 4tomo de hidrégeno, lo que podria interferir en la
medicion de la capacidad antioxidante, en la disponibilidad de moléculas para reaccionar y estabilizar al
DPPH y en la velocidad de reaccién dependiendo de la posicion en que los distintos compuestos puedan ir
reaccionando. Lo anterior, podria explicar que el rango de 12,5 a 750 [mg/L] de extracto de orujo presentd
una actividad de 0,093 — 0,016 mg de a-tocopherol equivalentes por miligramo de extracto y no un valor
Unico. Finalmente, debido a que se encontraron estas equivalencias a partir de un extracto concentrado
inicial de 30 [mg/mL] que provenia de 15 [g] de orujo, se puede plantear que esta relacion de orujo-extracto
puede ser de utilidad para un escalamiento en procesos de biorremediacion.
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2. Caracterizacion del efecto del extracto de orujo de uva sobre el crecimiento en hidrocarburos de
A. radioresistens DD78 en condiciones salinas.

Para analizar el efecto de la presencia de orujo de uva en el crecimiento de A. radioresistens DD78 en
hidrocarburos en condiciones salinas, se realizaron curvas de crecimiento con dos fuentes de carbono:
acetato de sodio 20mM que es una fuente de carbono convencional (Baez-Matus, Tesis en preparacion); y
diésel, una mezcla liquida de hidrocarburos utilizada como combustible que se obtiene principalmente de la
destilacion del petrdleo a una temperatura entre los 200 y 380°C (Wauquier, 2004). En la preparacion de los
medios de cultivo se considerd un 7,5% de orujo de uva, debido a que se ha observado que a este porcentaje
existe crecimiento microbiano sin una variacion importante de pH, que pueda perjudicar el desarrollo de las
bacterias (Baez-Matus, Tesis en preparacion).

De acuerdo con el primer criterio de comparacion de las curvas de crecimiento, donde se evalu6 la presencia
de orujo de uva, se pudo observar que este favorecia el crecimiento de A. radioresistens DD78.

Al comparar las curvas de acetato y acetato con orujo de uva, donde no existe presencia de NaCl, que es un
agente estresor externo que propiciaria la generacion de ROS y por tanto a un mayor estrés oxidativo en la
bacteria; se sugieren tres posibles escenarios que explicarian el mayor crecimiento de A. radioresistens
DD78 en presencia de orujo de uva y en ausencia de un estresor externo: a) Que la capacidad antioxidante
del orujo de uva propicie el crecimiento celular al contribuir como mecanismo de defensa antioxidante
exogeno frente a las ROS generadas por el metabolismo basal de las bacterias, otorgando asi un mayor
fitness a la célula, permitiéndole un mejor desarrollo y reproduccion; b) que el orujo de uva presente
componentes que puedan ser aprovechados como fuente de carbono simultanea con el acetato de sodio,
debido a que no se presenta un crecimiento dialxico que plantee la utilizacion secuencial de distintas fuentes
de carbono (Wang et al.,2019) y que al presentarse una mayor disponibilidad de nutrientes, el crecimiento
microbiano sea mayor; ¢) que ambos escenarios coexistan dada la complejidad del orujo de uva.

Se tiene certeza de que la solucion de orujo de uva utilizada en los medios de cultivo contiene antioxidantes.
Ello, gracias a las pruebas de DPPH anteriormente realizadas, y ensayos por método ORAC. Ademas, se
determind que el orujo de uva tiene niveles de polifenoles totales de 2.322,9 mg EAG/100 mg mta y niveles
de Vitamina C y E de 1,7 y 1,9 mg/100g de orujo (Baez-Matus, Tesis en preparacion). Sin embargo, es
necesario realizar otro tipo de pruebas que permitan caracterizar el efecto del orujo de uva como antioxidante
a nivel celular y enzimatico. Por ejemplo, para evaluar su rol a nivel celular, ya sea en la preservacién de
sus estructuras proteicas y lipidicas, se requiere de pruebas como determinacion de la actividad enzimatica
(catalasa, SOD), carbonilacion de proteinas y lipoperoxidacion (Céspedes Miranda et al.,1996; Gonzalez-
Torres et al.,2000; Diaz-Acosta & Membrillo-Hernandez, 2006; Aguilar-Paredes et al., 2018). Una
comparativa de estas pruebas en condiciones con y sin orujo de uva, permitiria obtener mayores
conclusiones del rol antioxidante de este.

Respecto al rol como fuente de carbono de co-utilizacién del orujo de uva, puede observarse que esta
proposicion es factible, puesto a que se aprecia crecimiento en los controles que contienen orujo de uva.
Ademas, en las condiciones que se presenta acetato y orujo de uva, no se aprecia un crecimiento diatxico,
que plantee la utilizacién por etapas de distintas fuentes de carbono disponibles. Por tanto, el orujo de uva
podria presentar una 0 méas fuentes de carbono que serian aprovechadas por A. radioresistens DD78. Se ha
identificado que el orujo de uva contiene glucosa y fructosa (Baez-Matus,Tesis en preparacion). Sin
embargo, se ha observado por ensayos preliminares que estas azticares no generan un crecimiento mayor al
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del acetato de sodio, por lo que este crecimiento se puede deber a otras azlcares no analizadas u otros
componentes capaces de ser metabolizados por A. radioresistens DD78.

En lo que concierne al tercer escenario, no es posible concluir la coexistencia de dichos efectos, mientras
no se realicen pruebas adicionales como las mencionadas anteriormente para evaluar el rol antioxidante a
nivel celular.

En el segundo criterio evaluado, se tiene que, la presencia de NaCl genera que la adaptacion y fase
exponencial de crecimiento de las bacterias al medio tenga una mayor duracion. Esto ocurre porque las
células al estar inmersas en un medio con alta concentracidon salina se deshidratan por efecto de osmosis, y
los microorganismos se ven obligados a recuperar la homeostasis celular. Esto es realizado mediante la
produccion o acumulacion de osmolitos en el interior de la célula, que inducen una adaptacion intracelular,
lo que consume energia y retrasa el crecimiento celular (Rath & Rousk, 2015). Lo anterior, se pudo apreciar
de manera experimental en la comparativa de las curvas de acetato y acetato mas NaCl y en las curvas
control con orujo de uva con y sin NaCl; donde se ha utilizado la misma condicion respecto a la fuente de
carbono. Cabe mencionar que, cuando ambas condiciones (con y sin NaCl) alcanzan la fase estacionaria, se
presenta un crecimiento similar, pues no existen diferencias significativas a nivel estadistico. Ello, sugiere
gue el NaCl se comporta como un estresor externo que no perjudica el nimero méaximo de células viables
gue se puede alcanzar en una muestra liquida, si no gque solo ralentiza el momento en el que este nimero
puede ser alcanzado.

Finalmente, se puede sugerir el rol osmoprotector del orujo de uva, debido a que este se compone de
aminoacidos, &cidos grasos y otros (Lopez-Astorga et al.,2022) que podrian comportarse como solutos
compatibles que las células acumulan para mantener su turgencia frente a la alta presion osmoética provocada
por la salinidad. La presencia de estos solutos permitiria a las células activar el mecanismo “low-salt in,
compatible solute” (Oren,1999; Ramirez, et al., 2004; Gunde-Cimerman, et.al,2018), utilizar menos energia
en adaptarse al medio y acortar la duracion de sus fases de adaptacion y crecimiento. Esto se ha podido
observar principalmente al comparar las curvas de acetato orujo y acetato orujo sal, donde no se aprecian
diferencias significativas en las 30 horas de experiencia, mientras que, al compararlas con sus equivalentes
sin orujo de uva, es decir, las curvas de acetato y acetato sal, se pueden apreciar diferencias en el tiempo en
gue ambas curvas alcanzan su fase estacionaria.

En lo que concierne a las curvas de crecimiento con diésel, el cual es una fuente de carbono que podria ser
aprovechada por A. radioresistens DD78, dado a que presenta genes de rutas de degradacion de
hidrocarburos y ademas, genes que codifican compuestos que ayudan a su biodisponibilidad como la
proteina alasan, un bioemulsificante (Macaya et al., 2019) , se observo que, en las 60 horas destinadas a
experimentacion, las curvas de diésel y diésel NaCl no presentaron crecimiento, pues se observa un valor
de turbidez menor a 0,2 (Anexo 1.b). Esto plantea que, para observar crecimiento en estas condiciones, se
debe ampliar el tiempo de experimentacién. Por ello, se ha decidido no considerar estos valores en los
andlisis estadisticos realizados, por lo que solo se consideraron seis condiciones de crecimiento para estos:
controles con y sin NaCl, controles con orujo de uva con y sin NaCl; diésel con orujo de uva con y sin NaCl.
Sin embargo, estos resultados a nivel cualitativo han sido claves para determinar el efecto de la presencia
de orujo en el crecimiento de A. radioresistens DD78.

Considerando la presencia de orujo se uva en los controles, se pudo apreciar que existia un mayor
crecimiento en los que contenian orujo de uva y que, ademas, presentaban un crecimiento dialxico. Esto
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sugiere que el orujo de uva posee méas de una fuente de carbono que podria ser aprovechada por A.
radioresistens DD78.

Para el segundo criterio, la presencia de NaCl ralentizé el crecimiento de la bacteria, debido a que es un
agente estresor para su crecimiento. Sin embargo, cuando las curvas de crecimiento llegaron a fase
estacionaria, alcanzaron valores de UFC/mI similares. Por tanto, el NaCl se comporta como un estresor
externo que no perjudica el nimero maximo de células viables que se puede alcanzar en una muestra liquida,
sino que ralentiza el crecimiento.

Asimismo, se observo que al comparar las curvas control con orujo con y sin NaCl, con las curvas diésel
con orujo con y sin NaCl, existia un menor crecimiento en las condiciones que contenian diésel, sugiriendo
gue es una fuente de carbono méas compleja para A. radioresistens DD78, debido a su compleja composicion
(Wauquier, 2004). Por lo que, para el crecimiento microbiano, se genera una fase de adaptacion mas larga,
existe un mayor gasto energético y posiblemente mayor estrés oxidativo para la bacteria. EI observar un
mayor crecimiento en las curvas control con orujo con y sin NaCl, reafirma el hecho de que el orujo de uva
puede ser aprovechado como fuente de carbono y que podria contener componentes menos complejos y mas
accesibles para la bacteria.

Por otra parte, se observo que tanto la curva de diésel con orujo de uva y diésel con orujo de uva mas NaCl
no presentan un crecimiento dialixico como sus respectivas curvas control, que pueden sugerir la utilizacion
por etapas de diferentes fuentes de carbono disponibles. Por tanto, se puede proponer que: (a) el diésel esta
siendo aprovechado como fuente de carbono por la bacteria y la gran capacidad antioxidante del orujo de
uva propicia el crecimiento celular al contribuir como mecanismo de defensa antioxidante exdgeno frente a
las ROS generadas por el metabolismo basal de estas; (b) el orujo de uva posee una o mas fuentes de carbono
de co-utilizacion con el diésel, lo que explicaria que no se aprecie un crecimiento diatxico; (c) Solo el orujo
de uva fue utilizado como fuente de carbono; (d) que (a) y (b) coexistan.

Debido a que en los ensayos no se determind la degradacion de diésel por parte de la bacteria, se desconoce
la cinética de degradacién por A. radioresistens DD78. Se requiere evaluar el rol del orujo de uva como
antioxidante mediante pruebas de estrés oxidativo celular.

Para el caso del escenario (c), se ha visualizado que el orujo de uva puede ser aprovechado como fuente de
carbono por A. radioresistens DD78. Sin embargo, el comportamiento de la curva de crecimiento difiere
mucho del control con orujo de uva, por tanto, no se desconoce si el orujo de uva fue utilizado en los
matraces. Esto también se podria subsanar con una medicion en el tiempo de la degradacion de diésel por
parte de las bacterias.

Por tanto, para determinar qué es lo que realmente ocurre en estas condiciones, se sugiere la medicion de la
degradacion de diésel en presencia de orujo de uva, para determinar cual es el rol del orujo en el medio de
cultivo: si como fuente de carbono, como fuente exdgena de antioxidantes o ambos.

Si bien los ensayos con diésel no son del todo concluyentes, debido a que se requiere de la realizacion de
otras pruebas para ello, han permitido dilucidar el efecto de bioestimular a A. radioresistens DD78 en
presencia de hidrocarburos, donde los resultados han sido favorables.
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Ademas, estos ensayos han permitido analizar el efecto bioestimulador en la presencia de dos agentes
estresores (NaCl y diésel), donde a pesar de que se requieren de mas de 60 horas para alcanzar la fase
estacionaria, los resultados han sido positivos, puesto a que en la condicién de diésel mas NaCl, no se aprecio
crecimiento, incluso en un mayor tiempo (Baez-Matus, Tesis en preparacion).

Sin embargo, si se comparan las condiciones de acetato con orujo de uva mas NacCl y diésel con orujo de
uva mas NaCl, donde se difiere en la fuente de carbono utilizada, se puede apreciar que a pesar de que ambas
condiciones contienen orujo de uva, el estrés ocasionado por la presencia de dos agentes estresores (diésel
y NaCl) se hace presente al comparar el crecimiento de ambas curvas, ya sea a nivel de tiempo en el que
alcanzan la fase estacionaria, como de la cantidad de células viables observados en dicha fase. A pesar de
ello, la diferencia en 6rdenes de magnitud en crecimiento es de 1 (10° para diésel vs 10 para acetato), lo
cual es un resultado positivo al comparar las condiciones que no poseen orujo, (acetato mas NaCl y diésel
mas NaCl) donde se aprecia una diferencia de orden de magnitud de 4 (10° para acetato vs 10° para diésel).
Ello, reafirma el que se pueda sugerir el rol osmoprotector del orujo de uva, debido a que este se compone
de aminoacidos, &cidos grasos y otros (Lopez-Astorga et al.,2022) que podrian comportarse como solutos
compatibles que las células acumulan para mantener su turgencia frente a la alta presion osmotica provocada
por la salinidad. Ademas de que los antioxidantes contenidos en el orujo puedan favorecer el fitness de la
célula, permitiéndole resistir de mejor manera el estrés oxidativo al que se expone y, por tanto, presentar
crecimiento.

Finalmente, estos resultados se condicen con lo obtenido por (Baez-Matus, Tesis en preparacion), en su
escalamiento en nucleos con suelos contaminados, donde se bioaumentd con un consorcio bacteriano
compuesto por A. radioresistens DD78, Rhodococcus sp. ICBD2, Acinetobacter sp. AA 64 y Pseudomona
sp. DN36 y bioestimul6 con orujo de uva, donde se observd un aumento en el nimero de heterétrofos
totales y bacterias hidrocarbonoclésticas contenidas en el suelo, alcanzando una tasa de remocién del 77%
hidrocarburos alifaticos (C16-C34) presentes en el suelo.

Por lo tanto, la bioestimulacidon con antioxidantes provenientes de fuentes vegetales puede ser de gran
utilidad para potenciar procesos de biorremediacién de suelos con hidrocarburos en condiciones salinas, de
una manera mas econémica y amigable con el medio ambiente, debido a que la fuente utilizada para la
obtencion de estos antioxidantes ha sido un desecho que genera problematicas medioambientales. De esta
forma, aprovechar el potencial bioactivo de este residuo y ademas revalorizarlo para que contribuya a otros
procesos, como de remediacién ambiental es un resultado positivo a considerar. Ademas, invita a analizar
otros desechos organicos ricos en compuestos bioactivos que puedan ser de utilidad para potenciar los
distintos procesos de remediacion.
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7. Conclusiones

El orujo de uva que es un desecho agroindustrial presenta una capacidad antioxidante que podria
ser aprovechada por A. radioresistens DD78.

El orujo de uva contiene una o mas fuentes de carbono, las que podrian ser utilizadas por A.
radioresistens DD78 para su crecimiento.

La presencia de orujo de uva favorece el crecimiento de A. radioresistens DD78.

La presencia de NaCl ralentiza el crecimiento de A. radioresistens DD78 aumentando su latencia y
extendiendo su fase exponencial.

La presencia de orujo de uva favorece el crecimiento de A. radioresistens DD78 en condiciones
salinas.

La presencia de orujo de uva favorece el crecimiento de A. radioresistens DD78 en hidrocarburos
en condiciones salinas.
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8. Proyecciones y recomendaciones

e Evaluar el efecto del orujo de uva al nivel del estrés oxidativo celular (proteinas, lipidos y ADN).

e Visualizar a través de microscopia electrénica de barrido si la presencia de orujo de uva favorece a
la bacteria a nivel de estructura celular.

e Evaluar la degradacion de diésel mediante GC-FID.

e Evaluar el efecto del orujo de uva en el crecimiento en otras bacterias que podrian formar consorcios
con A. radioresistens DD78.
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10.Anexos

1. Datos obtenidos de curvas de crecimiento sin orujo de uva (Baez-Matus, Tesis doctoral en
preparacion)

1.1. Acetato de Sodio 20mM
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Gréfico 12. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono (negro);
control sin fuente de carbono méas 300mM de NaCl (rosado); acetato de sodio 20mM (rojo) y acetato de sodio 20mM mas
300mM de NaCl (celeste) expresado en turbidez a 600nm.

Fuente: (Baez-Matus, Tesis doctoral en preparacion)
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Grafico 13. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono (negro);
control sin fuente de carbono méas 300mM de NaCl (rosado); acetato de sodio 20mM (rojo) y acetato de sodio 20mM mas
300mM de NaCl (celeste) expresado en Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL).

Fuente: (Béez-Matus, Tesis doctoral en preparacion)
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1.2. Diesel 1%v/v
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Gréfico 14. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono (negro);
control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl (rosado); diésel 1%v/v (rojo) y diésel 1%v/v mas 300mM de NaCl (celeste)
expresado en turbidez a 600nm.

Fuente: (B&ez-Matus, Tesis doctoral en preparacion)
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Gréfico 15. Curvas de crecimiento de A. radioresistens DD78 en las condiciones de control sin fuente de carbono (negro);
control sin fuente de carbono mas 300mM de NaCl (rosado); diésel 1%v/v (rojo) y diésel 1%v/v mas 300mM de NaCl (celeste)
expresado en Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL).

Fuente: (Baez-Matus, Tesis doctoral en preparacion)
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2. Ejemplo de desarrollo de Test de ANOVA unidireccional y Test de Tukey HSD para curvas de Acetato 20mM a las 8h de experiencia

ANOVA: Acetato 20mM Tiempo: 8h

. Orujo de Uva 7,5% + | Acetato 20mM + Orujo de | Acetato 20mM + Orujo de Acetato 20mM + NaCl
0, - =
8h Orujo de Uva 7,5% NaCl 300mM Uva 7.5% Uva 7,5% + NaCl 300mM C(-) S/NaCl Acetato 20mM C(-) C/NaCl 300mM
N1 5,17E+09 2,83E+09 1.50E+09 1.03E+09 4,17E+08 1.27E+09 1,83E+08 5,17E+08
N2 4,17E+09 1,50E+09 1.42E+09 1,18E+09 2,83E+08 1,27E+09 1,00E+08 1,50E+08
N3 5,00E+09 2,67TE+09 1,83E+09 1,33E+09 3,17E+08 1,82E+09 1,08E+08 4,50E+08
Media 4,78E+09 2,33E+09 1,58E+09 1,18E+09 3,39E+08 1,45E+09 1,31E+08 3,72E+08
ANALISIS DE "if""';i“ "'_"’)"'“‘"“' Diferencia Muestral T
VARIANZA
1 0-08 2.44 E+H09 EXISTE Diferencia significativa
Origen de las Grados de Promedio de . - 2 0-A0 3.19 E+09 EXISTE Diferencia significativa
variaciones Suma de cuadrados o i0d  os cuadrados F Probabilidad  Valor critico para £ 3 0-A0S 3595409 EXISTE Diferencia significativa
4 0o-C 444 E+09 EXISTE Diferencia significativa
5 0-A 3.33 E+H09 EXISTE Diferencia significativa
Entre grupos 4,81195E+19 7 6,8742E+18  53,2973672  6,61679E-10 2,6571966 6 0-cs 4.65.E+09 EXISTE Diferencia significativa
7 0-AS 4.41 E+09 EXISTE Diferencia significativa
Dentro de los grupos 2.,06366E+18 16 1,2898E+17 8 0S-A0 7,50,E+08 NO hay diferencia significativa
9 08-A08 1,15 E+09 EXISTE Diferencia significativa
5 10 0s-C 1,99 E+09 EXISTE Diferencia significativa
Total 3.01832E+19 23 11 0S-A 8.83 E+08 NO hay diferencia significativa
12 0s-CS 2.20.E+09 EXISTE Diferencia significativa
13 0OS-AS 1,96 E+09 EXISTE Diferencia significativa
Test de Tukey HSD T. = kN k M E 14 AO-AOS 4.00,E+H08 NO hay diferencia significativa
a QQ’( ’ - ) * 15 AO-C 1,24 EH)9 EXISTE Diferencia significativa
t 16 AO-A 1,33 E+08 NO hay diferencia significativa
17 AO-CS 1,45 E+09 EXISTE Diferencia significativa
n n! 18 AO-AS 1.21 E+09 EXISTE Diferencia significativa
n = =0 Test de Tukey Valor 19 A0SC 8,44.E+08 NO hay diferencia significativa
T! * (ﬂ - T) ! k 8 20 AQS A 2,67 E+08 NO hay diferencia significativa
Nk 16 21 AOS-CS 1,05, E+09 EXISTE Diferencia significativa
- 22 AOS-AS 8,11 E+08 NO hay diferencia significativa
Cre 1,28979E+17 23 AAS 1.08 E+09 EXISTE Diferencia significativa
c 2 8! __ 876! 28 ni 3 24 AC 1.11,E+09 EXISTE Diferencia significativa
8 — —_ —_ a(K.N-k 4.9 25 ACS 1,32 E+09 EXISTE Diferencia significativa
2! (8 - 2) ! 2!-6! 9 (K. ) 26 CS-AS 2,42 E+08 NO hay diferencia significativa
27 C-Cs 2,08, E+08 NO hay diferencia sigmificativa
Ta 1 ,02,E+09 28 C-AS 333 E+07 NO hay diferencia significativa
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