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RESUMEN

El monoxido de carbono (CO) es un gas contaminante representa el 78.9 % de
las emisiones generadas por fuentes moviles en el estado de Querétaro. Su
principal origen es la combustion incompleta de vehiculos motorizados. La
exposicion prolongada puede causar afectaciones al sistema cardiovascular y
nervioso, e incluso ser letal en casos de intoxicacion. Este estudio tiene como
objetivo desarrollar un filtro capaz de reducir las emisiones de CO mediante la
actividad enzimatica de Stenotrophomona sp. La bacteria se aisla a partir de
muestras de agua recolectadas en plantas tratadoras de la ciudad de
Querétaro, utilizando un medio selectivo sin fuente de carbono para su
aislamiento.

Se evallan cuatro parametros clave: tipo de soporte, tamafio de particula,
tiempo de residencia en el lecho fijo (TRLF) y concentracion del contaminante.
Estas variables permiten identificar las condiciones Optimas para maximizar los
rendimientos en la remocion del CO. Se prueban cuatro filtros: tres inoculados
con parametros distintos y un control sin inoculo. A partir de los datos
recolectados, se disefia un prototipo con las caracteristicas 6ptimas para su
evaluacién en un motor de combustiéon. Los resultados mostraron diferencias
significativas (p > 0.05; en pruebas post-hoc de Dunn) entre los filtros
inoculados y el control, sin embargo no se mostraron diferencias significativas
entre si, Unicamente en la evaluacion de la concentracion del contaminante. Se
hace un prototipo para medir la eficiencia en un escenario real mediante la
medicion de la eficiencia en el escape de un vehiculo motorizado, el resultado
no mostré la misma eficiencia de remocion que en situaciones controladas.



ABSTRACT

Carbon monoxide (CO), a polluting gas, accounts for 78.9% of emissions
generated by mobile sources in the state of Querétaro. Its primary origin is the
incomplete combustion of motorized vehicles. Prolonged exposure can cause
damage to the cardiovascular and nervous systems and may even be lethal in
cases of poisoning. This study aims to develop a filter capable of reducing CO
emissions through the enzymatic activity of Stenotrophomonas sp. The
bacterium is isolated from water samples collected at wastewater treatment
plants in the city of Querétaro, using a selective medium without a carbon
source for its isolation. Four key parameters are evaluated: support type,
particle size, residence time in the fixed bed (RTFB), and contaminant
concentration. These variables make it possible to identify optimal conditions to
maximize CO removal efficiency. Four filters are tested: three inoculated with
different parameters and one control without inoculum. Based on the collected
data, a prototype is designed with optimal characteristics for evaluation in a
combustion engine. The results showed significant differences (p > 0.05; in
Dunn’s post-hoc tests) between the inoculated filters and the control; however,
no significant differences were observed among the inoculated filters
themselves, except in the evaluation of contaminant concentration. A prototype
was developed to measure efficiency under real conditions by assessing
performance at the exhaust of a motorized vehicle, but the results did not show
the same removal efficiency as under controlled conditions.



1. INTRODUCCION

El alto crecimiento poblacional en la ciudad de Querétaro ha traido consigo
beneficios como mayores oportunidades de empleo, desarrollo econémico y una
mejor calidad de vida en comparacion con el promedio de la republica mexicana .
Con ello se tiene el primer lugar de bienestar general en toda la republica en el afio
2021 . Esto ha resultado en una fuerte inmigracion hacia el territorio federativo de
Querétaro, ocupando el 3er lugar entre los estados con mayor inmigracion entre los
afios 2015-2020. Durante esos afos, llegaron 686,545 personas al estado, lo que se
ha reflejado en un incremento de aproximadamente 531,800 automodviles. De
acuerdo con datos del INEGI (2020), en promedio, cada persona y media trae

consigo un coche a la ciudad.

El INEGI (2020) reporta que existen mas de 35 millones de automoviles particulares
en todo el territorio nacional,y cerca de 19 millones de vehiculos registrados para
transporte de carga. Por otro lado, se cuenta con 1 millon de unidades de transporte
publico y 702 mil automoviles destinados a servicios gubernamentales. Segun la
Norma Informativa de Estadistica de Transporte Urbano de Pasajeros, en Querétaro
solo se cuenta con la opcién de transporte urbano denominada QroBus. En 2023,
este sistema de transporte fue utilizado por 271,321 personas. Si tomamos en
cuenta la cantidad de habitantes del ultimo censo realizado por el INEGI, Querétaro
tiene 2,368,467 habitantes, lo que indica que solo el 11.45 % de las personas en el
estado utilizan el transporte publico. Esto posiciona a Querétaro como una de las

ciudades con menor uso del transporte publico en México.

Comparando la cantidad de gente que usa el transporte publico con la que posee un
vehiculo particular, se puede interpretar que el uso de vehiculos particulares es alto.
La deficiente movilidad, especialmente debida a la planeacion del crecimiento
urbano, ha generado problemas y ha contribuido a la emision de gases de efecto
invernadero. Los principales contaminantes que se evaluan constantemente en la
zona metropolitana de Querétaro son: didxido de nitrogeno (NO, ), monoxido de

carbono (CO), ozono (O3 ), diéxido de azufre (SO, ), particulas menores a 2.5



micrometros (PM 2.5) y particulas menores a 10 micrometros (PM 10). Estos
contaminantes generan diversas enfermedades, y existen estudios que sefialan que
la exposicion a ellos se asocia de manera significativa con el incremento de la
mortalidad por causas cardiovasculares y respiratorias en varias ciudades del

mundo, asi como responsables al efecto invernadero.

El monoxido de carbono (CO) es un subproducto de la combustion incompleta de
combustibles fésiles como el carbon, el petréleo y la madera. Este gas, incoloro e
inodoro, esta presente en los gases de escape de los vehiculos y el humo de
tabaco. Representa un grave riesgo para la salud, su inhalacion puede ser letal,
ademas de que puede afectar la fertilidad y provocar dafio fetal. Exposiciones
prolongadas o repetidas a este también ocasionan dafios en la sangre y el sistema
nervioso central. Por estas razones, se recomienda trabajar con CO en areas
ventiladas o con proteccion respiratoria adecuada. Aunque el CO es quimicamente
estable y poco reactivo, lo cual reduce los riesgos de reactividad, su presencia en
ambientes con actividad humana intensiva, como el trafico vehicular, incrementa los

niveles en el aire.

En condiciones naturales, el CO también se encuentra en la atmosfera. No obstante,
aproximadamente dos tercios de su concentracién actual provienen de actividades
antropogénicas, donde la principal fuente de emision son los vehiculos impulsados
por gasolina. Entre las fuentes naturales de CO se encuentran la quema de
biomasa, como en los incendios forestales, y los procesos de oxidacién de
compuestos organicos, como el metano y el isopreno. La baja solubilidad del CO en
agua, de aproximadamente 2.3 mL/100 mL a 20 °C, facilita su permanencia en la

atmosfera, convirtiéndose en un problema para la salud humana.



2. ANTECEDENTES

El monéxido de carbono (CO) es un contaminante que, aunque presente de forma
natural en la atmédsfera, en un 66 % proviene de actividades humanas. Este gas es
el contaminante més emitido por fuentes moviles, superando incluso al diéxido de
carbono (CO, ), se estima que alrededor del 86.4 % de las emisiones de CO son

generadas por fuentes moviles (SEDEMA, 2018).

En términos de emision por tipo de vehiculo, las fuentes de CO se cuantifican en
gramos por kildbmetro recorrido (g/km), diferencidndose entre vehiculos de carga
pesada vy ligera, y segun el tipo de combustible empleado (diésel o gasolina). De
acuerdo con esta categorizacion, los vehiculos de carga pesada impulsados por
gasolina emiten la mayor cantidad de CO, con un promedio de 46.5 g/km, mientras
qgue los vehiculos de carga ligera que emplean diésel producen la menor cantidad
de emisiones, con un promedio de 4.6 g/km. Esta diferencia destaca la variabilidad
de las emisiones segun el tipo y el uso del vehiculo, lo cual resulta clave para
abordar estrategias de mitigacién especificas que reduzcan el impacto de las
emisiones de CO en la calidad del aire (Lifidn-Abanto et al., 2021).

Cuadro 1. Factores de emisién de CO (g/km) de vehiculos de carga ligeray pesaday su tipo de

combustible.
Tipo de vehiculo Emision de CO en g/lkm
(promedio)
Carga pesada Diesel 2.766-8.03 (5.699)
Gasolina 34.763-70.261 (46.505)
Carga Ligera Diesel 2.5436-10.036 (4.584)
Gasolina 4.315-7.720 (6.256)

2.1. Situacion del CO en el Estado de Querétaro

En el estado de Querétaro, de igual manera que en CDMX, el CO es el
contaminante mas emitido por fuentes moviles, siendo contribuyente del 78.9 % de

toneladas emitidas por los contaminantes analizados. La mayor parte de las



emisiones de monodxido de carbono (CO) provienen de los vehiculos motorizados,
los cuales representan el 75.75 % de las emisiones totales de este gas. En menor
medida, el 22.85 % de las emisiones de CO se originan en fuentes de area, como la
guema agricola y los incendios forestales, mientras que solo el 1.4 % corresponde a

fuentes fijas, principalmente actividades industriales.

En la Figura 1, se presentan los valores de emisiones de CO para el afio 2021,
categorizados segun los distintos tipos de vehiculos que circulan en Querétaro. Esta
informacion refleja la influencia de los vehiculos motorizados en la calidad del aire
del estado y subraya la importancia de implementar politicas de movilidad y
regulacion de emisiones, enfocadas en reducir el impacto de este tipo de

contaminantes en la region.

Cuadro 2. Emisiones de CO por categoria (SEDESU, 2021).

Subcategoria CO (moles de toneladas/afio)
Autos particulares 35,586

Motocicletas 28,762.99

Camionetas SUV 21,104.28

Pick Up 20,516.93

Quemas agricolas 12,856.31

Otros 31,449.97

Total 150,277.31

@ Autos particulares

@ Motocicletas
Camione! tas SUV

@ Pickup

@ Quemas agricolas
Otros

14,0%

Figura 1. Emisiones de CO en el estado de Querétaro (SEDESU, 2021).



Los municipios del estado de Querétaro con mayor emisiéon de CO son Santiago de
Querétaro seguido de ElI Marqués, San Juan del Rio y Corregidora. En la Figura 2
se observa la distribucién de emisiones por municipio del estado de Querétaro.
2021.
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Figura 2. Distribucién de emisiones por municipio (SEDESU, 2021).

En Querétaro, las emisiones de monéxido de carbono (CO) superan las 150,000
toneladas anuales, consolidandose como el contaminante atmosférico predominante
en el estado, con una diferencia significativa frente al segundo contaminante, los
Compuestos Organicos Volatiles (COVs), que alcanzan una emisién de 96,024.62
toneladas por afio. Esta situacion, se atribuye principalmente a factores como el
incremento constante de vehiculos en la ciudad, la alta densidad vehicular, la



ineficacia del sistema de transporte publico y una infraestructura inadecuada para el
elevado flujo vehicular que enfrenta la region. Estos factores se identifican como los
principales responsables de que el CO sea el contaminante de mayor impacto en el
aire de Querétaro (SEDESU, 2021).

Esta situacion plantea la necesidad urgente de politicas de movilidad sostenible de
estrategias para reducir las emisiones, considerando tanto la modernizacion del
transporte como mejoras en la infraestructura urbana que reduzcan la dependencia

del transporte privado y, en consecuencia, las emisiones de CO.

2.2. Emisiéon de CO en México en relacion con otros paises.

Entre 2014 y 2016, se realizaron estudios en la Ciudad de México que incluyeron
muestreos y simulaciones de emisiones de mondxido de carbono (CO) y otros
contaminantes. Este trabajo se centr6 en analizar como factores como la velocidad
del viento, la estaciéon del afio, las horas de muestreo (dia y noche) y la densidad de
trafico influyen en la concentracion de CO. Se concluy6 que la Ciudad de México
emite aproximadamente 281,000 toneladas de CO al afio, con una concentracion
media anual de 0.49 ppm, siendo el invierno la estacion con los niveles més altos de
CO (0.60 ppm) debido a la menor velocidad del viento, que dificulta la dispersion del

contaminante (Liflan-Abato, 2021).

El estudio también confirmé una fuerte correlacion entre la densidad de trafico y la
concentracion de CO, observandose un incremento de hasta tres veces en el nivel
de CO durante las horas de mayor flujo vehicular. La principal fuente de estas

emisiones (86.4 %) proviene de vehiculos motorizados.

Ademas, se compararon los niveles de CO de la Ciudad de México con los de otras
ciudades como Tokio y Nagoya en Japén y Beijing en China. Se encontré que la
concentracion de CO en la Ciudad de México es 32 % mayor que en Tokio, mientras
gue Beijing presenta una concentracién 45 % superior a la de la Ciudad de México.
Esto refuerza la relacion directa entre la densidad vehicular y las concentraciones de
CO atmosfeérico, y subraya la importancia de implementar estrategias para reducir la
dependencia de vehiculos de combustiéon en zonas urbanas densamente pobladas
(Kondo et al., 2006; Han et al., 2009).



2.3. Riesgos a la salud

Por ser incoloro e insipido es peligroso por la dificultad de deteccion. Los limites
permisibles de su exposicién son de 9 ppm si se expone durante 8 h y de 35 ppm si
se expone durante 1 h (EPA, 2024). Sin embargo se puede considerar una dosis
letal a una concentraciéon de 700 ppm durante 1 h de exposiciéon (CDC, 1996). Su
peligrosidad yace en su alta afinidad a la hemoglobina que es 240 veces mas afin
que el oxigeno, formando asi la carboxihemoglobina reemplazéandolo por la union
habitual del O, (Barret et a.l, 1985). Al igual que con la hemoglobina, el CO tiene una
afinidad 60 veces mayor a la mioglobina que el O,, causando una desaceleracion
cardiaca y consecuentemente una potencial hipotension (Nelson et. al, 2002). Este
efecto toxico del CO al cuerpo estd altamente asociado a la disminucién de la
capacidad de transportar oxigeno, esto debido a la alta afinidad del CO a grupos
heme de proteinas como globinas y por la citocromo oxidasa de mitocondria (CYP-
540 y A3) y la NADPH reductasa, inhibiendo el transporte de electrones en la
cadena respiratoria y precipita la cascada inflamatoria. La alteracion de la
mioglobina puede traer mutaciones celulares (Bolafios et. al, 2017).

2.4. Casos de intoxicacion

Entre 1999 y 2004 en Estados Unidos se registraron 16,447 casos de intoxicacion
por monéxido de carbono (CO), mientras que en afios recientes se ha observado un
aumento en las hospitalizaciones por esta causa, alcanzando hasta 40,000
personas anuales que requieren atencibn meédica. Las principales fuentes de
exposicion al CO en EE. UU. incluyen incendios abiertos (42 %), accidentes en
industrias con alta exposicién (26 %) y fallos en sistemas de calefaccion como
hornos (19 %) (Hampson, 1998).

La intoxicacion por CO provoca varios sintomas iniciales, principalmente nauseas,
dolores de cabeza, dificultad para respirar (disnea) y taquicardia. Los efectos mas
especificos sobre el sistema cardiovascular incluyen la prolongacion del intervalo
QT en el electrocardiograma, isquemia miocardica, hipotension y arritmia ventricular
(Grieb et al., 2009). En cuanto al sistema nervioso, los sintomas neuroldgicos y

psicologicos asociados con la exposicion al CO incluyen epilepsia, polineuropatia,



demencia, sindrome de Parkinson, psicosis, alucinaciones, mareos y confusion
(Reumuth et al., 2019).

La gravedad de estos efectos subraya la importancia de prevenir la exposicion al
CO vy disponer de sistemas de monitoreo, especialmente en areas de alto riesgo
como industrias, sistemas de calefaccion en hogares y zonas propensas a

incendios.

2.5. EICO en el medio ambiente

El CO no tiene un ciclo biogeoquimico propio, pero si participa de manera indirecta
en el ciclo de carbono y del oxigeno. Los ciclos biogeoquimicos son un proceso
ciclico que describe el comportamiento de un elemento quimico esencial para la
vida y como a través de ella se origina la misma. Este contribuye a la formacion de
ozono troposférico y otros gases de efecto invernadero como el metano. Puede
afectar a la estabilidad quimica de la atmdsfera de 2 formas principales: (1) puede
contribuir directamente absorbiendo y emitiendo longitudes de onda de entre 1800 y
2300 cm™ y, (2) afecta la fuerza radioactiva de forma indirecta, alterando
guimicamente la abundancia de otros gases activos, principalmente el metano,

ozono y dioxido de carbono (Solomon, 1998).

2.6. Ozono troposférico como consecuencia del CO

El ozono troposférico se forma principalmente mediante reacciones fotoquimicas
entre NOx, COx y COVs. El CO puede reaccionar con grupos OH, reduciendo asi la
disponibilidad de estos radicales, estos radicales forman parte de las reacciones
guimicas de produccion de ozono y metano, reaccionando en la descomposicién de
estos gases, como se observa en la Cuadro 3, estos OH reaccionan con el metano,
descomponiéndose, sin embargo, si estd presente el CO inhibe esta reaccion.
Ademas, el CO patrticipa en la produccion de HO,, éste reacciona con NO, formando
asi NO,, éste posteriormente fotorreacciona generando NO y O monoatémico.

Eventualmente, éste Oxigeno propicia la produccion de O3 (DeMore, et. al, 1997).

Cuadro 3. Fotorreacciones del ozono

NUmero de reaccién Reacciones




Fotodisociaciones

R1 03+ hv - 0, + 0(D)
R2 NO, + hv - NO + 0

Reacciones quimicas
R3 0(D) + H,0 - 20H
R4 OD)+ N, -0+ N,
R5 O(D)+0,-0+0,
R6 0+ 0, - 0,
R7 0+ NO, - NO + 0,
R8 OH + 0; - HO, + 0,
RO OH + HO, -» H,0 + 0,
R10 HO, + 0; - OH + 20,
R11 NO + HO, - NO, + OH
R12 NO + 0; - NO, + 0,
R13 CO+ OH + 0, - CO, + HO,
R14 HO, + HO, - H,0, + 0,
R15 CH, + OH + 0, » CH,0, + H,0
R16 NO, + OH - HNO;

Por otra parte, se realizd un estudio en el cual se simularon las condiciones del
evento del meteorito de Chicxulub, en el cual se determina que la volatilizacion de

CaCOg3 puede llegar a formar CO como se observa en la ecuacion 1.

Ecuacién 1

CaC0O3 » CaO+CO+0
Provocando esto cantidades enormes de CO y como es que esto afectd las
condiciones de vida en el lugar. Mediante simulaciones y varias especulaciones

debido a la dificultad de poder simular de manera exacta el suceso, se concluyé que



la temperatura durante aquella época pudo aumentar entre 2 y 5 °C, esto debido a

la alta concentracion de O3, originado por el aumento de CO (Kawaragi et. al, 2009).

2.7. El ozono troposférico

El ozono troposférico (OT) es también un contaminante que requiere una estricta
regulacion debido a las consecuencias ambientales y de salud que puede acarrear.
El OT es considerado un contaminante secundario, lo que implica que no se emite
directamente en grandes cantidades desde una fuente especifica, sino que se forma
principalmente a través de reacciones fotoquimicas en presencia de compuestos
como oOxidos de nitrogeno (NOx), monodxido de carbono (CO) y compuestos

organicos volatiles (COVs).

Entre las principales afectaciones ambientales del OT se encuentran: (1) el OT es
un gas altamente oxidante, que causa estrés oxidativo en diversas células del
organismo; (2) puede inducir problemas pulmonares graves e incluso la muerte
cuando se expone a concentraciones entre 50-70 pug/m?3 durante un promedio de 8 h
(WHO, 2008); (3) puede generar compuestos aun mas nocivos para la salud
humana, como formaldehido y acetaldehido (Chen, et al.,, 2012); (4) afecta el
sistema fotosintético de las plantas, disminuyendo la productividad agricola de
varios cultivos (Ferretti, et al., 2024); y (5) es el tercer gas con mayor contribucién al
efecto invernadero, promoviendo cambios climéticos locales, como el aumento de

temperatura y alteraciones en los patrones de precipitaciéon (WHO, 2008).

Controlar las concentraciones de ozono troposférico es esencial debido a su amplia
gama de efectos adversos en el medio ambiente y la salud, especialmente
considerando su estrecha relacion con las emisiones de CO y otros contaminantes

atmosféricos.

2.8. Normas oficiales mexicanas NOM relacionadas

La Norma Oficial Mexicana NOM-021-SSA1-1993 establece los criterios para
evaluar y regular la calidad del aire ambiente respecto al monoxido de carbono

(CO). Define que el limite permisible de concentracién de CO en la atmdésfera de
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espacios abiertos es de 11 ppm, equivalente a 12.595 pg/m3, en un promedio de
exposicion de 8 h. Este limite se ha establecido con base en concentraciones que
se consideran nocivas para la salud de la poblacién. La norma también destaca la
importancia de mantener los espacios ventilados en caso de fumar, ya que la
exposicidn en areas cerradas podria generar concentraciones elevadas de CO,
perjudiciales para la salud (SEGOB, 1993).

Comparando estos valores con los estandares de la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA), el limite de 11 ppm de CO que establece la
NOM para espacios abiertos, bajo una exposicion de 8 h, es superior al limite de 9
ppm que recomienda la EPA. La diferencia podria deberse a que los valores de la
NOM-021-SSA1-1993 se basan en informacion de 1994, mientras que los valores
de la EPA han sido actualizados en 2024, lo cual representa una brecha de 30 afos

en el desarrollo de estos estandares.

Para realizar una medicion precisa de CO en el ambiente, la norma indica que se
debe utilizar la NOM-PA-CCAM-001/93, que especifica los métodos de medicion
adecuados para determinar la concentracion de CO vy la calibracion de los equipos
necesarios. Esta NOM establece el uso de un fotdbmetro de absorcion infrarroja con
capacidad de medir la absorcién de energia del CO, con un rango de detecciéon de 0
a 50 + 0.5 ppm. La concentracibn de CO en la muestra de aire se determina
utilizando un patron de CO en el detector, directamente o a través de una celda de
filtracion, y la absorcion registrada se convierte en una sefial eléctrica que refleja la
concentracion de CO (SEGOB, 1994).

2.9.  Tratamientos actuales para disminuir la emision de CO y sus contras

Existen actualmente sistemas funcionales para disminuir las emisiones de mondxido
de carbono (CO), siendo los catalizadores uno de los métodos mas empleados.
Estos dispositivos son eficaces y de uso comun; sin embargo, su costo es elevado
debido al uso frecuente de metales preciosos, como el platino y el paladio (Dey &
Dhal, 2020). Aungue el uso de catalizadores es altamente efectivo, los procesos de
extraccibn de sus principales componentes, platino y paladio, generan un

considerable impacto ambiental. La extraccion de estos metales preciosos,
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principalmente a través de actividades mineras, demanda una gran cantidad de

energia y agua.

Sudéafrica, uno de los mayores productores de platino a nivel mundial, presenta un
consumo de agua estimado en 400 m3 por kilogramo de materiales del grupo del
platino (PGM), y un consumo de energia que varia entre 168 y 256 GJ por kilogramo
de estos materiales. Ademas, estas actividades emiten entre 40 y 50 toneladas de
CO, por kilogramo de PGM extraido (Cairncross & Kisting, 2015). A esto se suman
otros problemas, como la contaminacion del aire, el agua y el suelo, debido a los
desechos de la actividad minera, que contienen metales pesados como zinc,
arsénico, mercurio, cadmio y plomo. Estos metales estdn asociados a diversas
enfermedades mutagénicas, ademas de causar dafios al sistema nervioso y
reproductivo (Dehkordi et al., 2024).

2.10. Biofiltros

Un filtro de aire es aquel que retiene particulas solidas o compuestos suspendidos
en el medio ambiente, ayudando asi a que el aire sea més limpio y seguro. Por lo
tanto, debido a la gran variedad de contaminantes que existen, hay distintos tipos de
filtros, desde formas, papeles filtrantes, tamafios, etc. Usualmente una caracteristica
importante de los filtros son sus medios filtrantes, existen de: papel de celulosa,
algododn, nitrocelulosa, etc. Lo que tienen estos medios filtrantes en comdn son su
alta porosidad y su didametro entre fibras, reteniendo asi particulas disueltas (Criollo
et. al 2020). Los biofiltros son reactores de lechos empacados con formacion de
biopeliculas en las que residen microorganismos, estos son los encargados de
degradar los contaminantes de interés. El principio de funcionamiento de los
biofiltros se basa en la oxidacion de las sustancias contaminantes, que es llevada a
cabo por las bacterias que viven en la biopelicula, que son alimentadas por las
sustancias organicas presentes en el aire. Se utilizan frecuentemente para el
tratamiento de COVS, olores provenientes de plantas de tratamiento de aguas,
instalaciones de fabricacion de productos quimicos (Quang, 2021).

La degradacion de los compuestos disueltos en el aire depende de la capacidad de
los microorganismos para degradar dichos compuestos. La columna debe ser
empacada con el material que permita la propagacion de las comunidades de
preferencia con alta area de superficie para una mayor facilidad de adhesion.
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Posteriormente, la adicion de células a partir de un cultivo axénico, sea fangico o

bacteriano, a la capa de la columna del filtro. Los microorganismos entran en una

etapa de aclimatacion, esta tiende a ser una limitante, debido que es necesario

largos periodos de tiempo para su maximo punto de eficiencia. A continuacion,

entran los contaminantes mientras que dentro de la columna ocurren los procesos

metabdlicos para que se liberen usualmente enzimas y metabolitos secundarios

(Sheoran et al. 2022). Se pueden clasificar segin su operacion de la siguiente

manera.

e Biofiltros de lecho percoladores: Estos suelen tener un flujo constante

de eluyente (agua con o sin suplementos nutritivos) resultando asi en
el resembrado de los hongos o bacterias, controlando pH e
incrementando la eficiencia. Como se observa en la Figura 3 consisten
de un tanque vertical cilindrico, con un fluido que recircula el filtro,
usualmente medio de cultivo para mantener las condiciones idoneas
en el sistema. En éste se agregan soportes, pueden ser organicos o
inorganicos, en una altura usual de 90 a 150 cm. En la parte central
del filtro hay una tuberia que conecta con unos aspersores ubicados
en su parte superior. Estos son usualmente utilizados en el tratamiento
de aguas residuales (Sheoran et al. 2022).

Biofiltro de lecho escurrido: Consiste en una columna empacada con
un soporte inerte. Mediante el lecho se alimenta el sustrato por
degradar diluido con aire y una corriente liquida que tiene como
objetivo aportar nutrientes necesarios para la formacién de
microorganismos. Estos se recomiendan para compuestos solubles en
agua (Pérez, 2010).

Biolavador: A diferencia de los anteriores, el compuesto a degradar es
absorbido por en la fase liquida ubicada en una torre de absorcién
llena de liquido. Su funcionamiento consiste en hacer fluir gas a
contracorriente a través del liquido. Posteriormente, el liquido es
alimentado a un reactor empacado de un material inerte recubierto de
biopelicula (Pérez, 2010).
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Figura 3. llustracién gréafica de filtro de lecho percolador: Empaque de filtros y distintas fases, (1-3),
recolector de muestras (4), bomba (5), contenedor de nutrientes (6), regulador (7), drenaje de recoleccion
de nutrientes (8).

Como se muestra en la Figura 3, el filtro puede estar empacado con mas de un tipo
de material segun el fluido a tratar. Se utiliza usualmente una etapa con un unico
material de empaque, puede ser tierra, fertilizante o carbén activado en el caso de
un compuesto soélido a tratar, se utilizan més etapas en el caso de ser un fluido
gaseoso; el numero de capas varia segun el medio usado y cOmo es que se

distribuye el gas en todo el filtro.

2.11. Formacién de biopelicula

La formacion de biopeliculas es utilizada por las bacterias como un medio de
movilidad o la comunicacion intercelular, provocando que las bacterias puedan vivir
libremente en esta matriz semisoélida. Algunas bacterias, forman biofilms a partir de
la produccion de polisacaridos y también a partir de la percepcion del quérum. El
quorum significa “numero suficiente”, muchas procariotas utilizan mecanismos de
sefalizacion para poder comunicarse intracelularmente con células de su misma

especie y algunas vias estan reguladas por la densidad de células que haya en el
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espacio, por ejemplo, la formaciéon de biofilm. Por lo tanto, la formacién de biofilm
requiere de este sistema de quorum para poder iniciar su formacion.

Los biofiltros pueden utilizar bacterias u hongos, generalmente filamentosos quienes
se han probado con éxito. Ellos tienen mayor adaptabilidad a pH y concentracion de
humedad. Algunos de los principales hongos utilizados en biofiltros son:
Ascomycota y Basidiomycota (Pleissner et al., 2014).

La formacién de biofilm cominmente se divide en 4 etapas:

1. Adherencia reversible: En esta etapa, el microorganismo se adhiere a una
superficie, en este punto se le conoce como forma plancténica
(microorganismos libres). La unién es temporal y se puede remover el biofilm
con métodos adecuados. En bacterias Gram-negativas se ha observado que
los flagelos, fimbrias y los curli son importantes para este punto, se concluye
gue la motilidad es un factor importante que ayuda a la bacteria a adherirse a
una superficie.

2. Adherencia irreversible: Una vez anclada la bacteria, se empieza a formar
una monocapa bacteriana y es cuando se comienza la formacion de la matriz
extracelular

3. Maduracion: En esta etapa la bacteria empieza a secretar exopolisacarido, la
composicion de este es diferente en cada bacteria, puede variar entre
alginato, celulosa, glucosa, galactosa, etc. También se ha identificado que la
misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales, puede producir
distintos exopolisacéaridos.

4. Dispersion: Algunas bacterias empiezan a ser desprendidas del biofilm para
poder colonizar nuevas superficies concluyendo el desarrollo del biofilm (Lasa
et al, 2005).

2.12. Parametros importantes de la biofiltracién

El contenido de humedad, contaminantes, concentracion de nutrientes, pH, tasa de
carga, temperatura, oxigeno, tiempo de residencia, concentracion de contaminantes
y el grado de contacto que hay entre el contaminante y el biofiltro. Buena parte de la
depuracion depende de la concentracion de microorganismos que hay en el biofilm.
Los parametros utilizados para evaluar esta concentracion y eficiencia son: la
capacidad de carga de poblacion (L), capacidad de eliminacion (EC) y eficiencia de
remocion (RE) (Sheoran et al., 2022).
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2.12.1. Materiales de empaque

La cama central de un biofiltro, tipicamente compuesta por materia organica como
composta, turba, carbon activado, suelo o una combinaciéon de sustratos inertes,
desempeiia un papel crucial en mantener las condiciones ideales para los
microorganismos que descomponen contaminantes. Este soporte debe cumplir
varias funciones clave, como mantener su estructura dimensional durante el
proceso, proporcionar espacio suficiente libre y retener humedad. La cama debe
contener entre un 50-80 % de espacio vacio, lo que permite un flujo de aire

adecuado y continuo a través del biofiltro (Wu et al., 2018).

Para optimizar el crecimiento de los microorganismos y mejorar la circulacién de
aire, se pueden utilizar diversos medios de soporte que también aportan nutrientes.
Entre los ejemplos mas comunes de estos medios se encuentran la corteza de
madera, fibras de coco, carbon granulado, perlita, piedra pdmez y granos de
poliestireno, cada uno con caracteristicas que favorecen la retencion de humedad y

la aireacion (Sheoran et al., 2022).

2.12.2. Contenido de humedad y tiempo de residencia

La concentracion de humedad debe ser entre un 35-60 % con una entrada del aire
del 90-95 % para mantener estas condiciones dentro del biofiltro.

Aqui se presenta un reto a resolver debido a que, en los filtros de lecho empacado,
cuando el aire entra en contacto con éste, se pierde tiempo y espacio para hacer
qgue interactie el contaminante con la biopelicula, siendo esta biopelicula la
encargada de remover el contaminante. El reto a resolver esta presente en optimizar
los disefios de incremento de biofilm, remezclar el medio y ajustar en si la técnica de
biofiltro (Sheoran et al., 2022).
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2.12.3. Temperatura

La temperatura es un parametro importante a considerar cuando se habla de
actividad microbiana, esto debido a que el crecimiento de distintos microorganismos
depende de factores como este, para que se pueda realizar de manera optima. Se
ha identificado que la mayor eficiencia ronda entre las temperaturas 25-40 °C,

siendo asi que los microorganismos en su mayoria son mesdofilos (Lu et al., 2021).

2.12.4.  pH

Esta caracteristica es una de las mas importantes a considerar, la mayoria de
microorganismos utilizados en los biofiltros son neutrdfilos. Por lo tanto, se debe
mantener el pH del medio entre los 7.5-8.0. El constante flujo de los contaminantes
por el biofiltro origina cambios en el pH, esto debido a que se pueden generar
derivados inorganicos acidos, un ejemplo el H,S. También el contaminante que
pudiera estar tratando, puede hacer que el pH se reduzca, La mejor manera para
evitar esto es adicionar constantemente buffers, como el carbonato de calcio o

piedra caliza (Sheoran et al., 2022).

2.12.5. Nutrientes necesarios

Se requieren de varios nutrientes como el nitrdgeno, foésforo, potasio, azufre,
oxigeno y carbono. Los mas importantes a enfocarse son el carbono y el nitrégeno,
el asegurarse de expandir de manera homogénea el nitrégeno puede generar un
aumento de rendimiento significativo, en un estudio evaluando la remocion del
tolueno se propone una proporcién de masa estequiométrica de 3.8, identificando
gue los microorganismos controlan el 13 % de su masa como nitrdgeno y un 50 %
de carbono (Zhang et al., 2020).

2.12.6. Entrada de contaminantes

Los compuestos mas estudiados con este enfoque han sido los COVs, sin embargo
existen pruebas con diferentes contaminantes como el H,S, NH3, PM, NOg, etc. La
fijacion de los biofiltros funciona mejor cuando el contaminante es menor a 1000
ppm. Mayor concentracion puede significar en obstaculos al sustrato, restando la
interaccién microbiana (Omri et al., 2013). Por lo tanto, a mayor concentracién de

contaminante, menor fijacion del contaminante haciendo que baje el coeficiente de
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disposicion. Vergara-Fernandéz en 2017 sometio al tolueno a una concentracion de
35 ppm en un biofiltro inoculado con Rhodococcus erythropolis y Fusarium solani,
este compuesto tuvo una eficiencia de remocion del 99 % (Vergara-Fernandez et
al.2017).

2.12.7.  Tiempo de residencia en lecho fijo (TRLF)

El tiempo de residencia del contaminante en el lecho es primordial para la eficiencia
de degradacion de contaminantes. A medida que el tiempo de residencia es mayor,
mayor sera la remocion, debido a que las moléculas del contaminante estan mayor
tiempo en contacto con los microorganismos y estos pueden degradarlos mas, esto
se puede mejorar colocando mayores volumenes de lecho, disminuyendo el caudal
0 aumentar la superficie de contacto. Para aumentar el tiempo de contacto, algunos
reactores reciclan una porcion del escape a través del biorreactor, también en
algunos casos se mezcla el soporte constantemente esto para que el cultivo
microbiano se disperse méas facilmente. Al igual se pueden realizar diferentes

biofiltros en serie (Lu et al., 2021).

2.12.8. Tiempo de aclimatacion y microorganismos

Los medios comunmente utilizados para favorecer el crecimiento de bacterias en
biofiltros incluyen suelo rico en nutrientes, composta y estiércol, debido a que estos
materiales promueven el desarrollo y sostenibilidad de los microorganismos. El
mecanismo de remocién del contaminante puede depender de una poblacion
microbiana especifica o0 de una comunidad de microorganismos, segun las

caracteristicas del compuesto a tratar.

En el caso de los contaminantes susceptibles de ser degradados por una bacteria
en particular, el proceso se basa en la presencia de enzimas especificas que
catalizan su transformacion. Sin embargo, cuando el contaminante requiere una
degradacion mas compleja, el proceso puede involucrar una descomposicion en
etapas, llevada a cabo por distintas especies microbianas. Este enfoque en cadena
permite convertir el contaminante en productos finales seguros, como agua (H, O) o
diéxido de carbono (CO, ) (Villaverde et al., 2000).
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El tiempo necesario para la aclimatacién de un biofiltro varia en funcion de factores
como la configuracion del sistema, las condiciones ambientales y la naturaleza del
contaminante. Si bien el inicio del funcionamiento puede requerir Gnicamente unos
dias, alcanzar el rendimiento optimo del biofiltro puede extenderse durante varios
meses, dado que los microorganismos necesitan establecerse y adaptarse para

maximizar su actividad metabdlica.

2.12.9. Ventajas y desventajas de los biofiltros

En el Cuadro 4 se muestran ventajas y desventajas que presenta el uso de biofiltros.

Cuadro 4. Ventajas y desventajas del biofiltro

Ventajas Desventajas
Son econémicos No apropiado para casos repentinos
Utilizan poca energia (industria)
Disminuye los contaminantes Problemas de secado
Facil de manejo y facil fabricacion Problemas de estancamiento
Ocupa poco espacio Olores
Nido de insectos

2.13. Bacterias usadas en biofiltros para remocién de CO

La bacteria Oligotropha carboxidovorans, también conocida como Afipia
carboxidovorans, pertenece al filo Pseudomonadota. Esta bacteria es mesdofila, motil
y aerobia, y fue aislada por primera vez en aguas residuales de Gotinga, Alemania.
Se caracteriza por ser carboxidotréfica, es decir, utiliza monéxido de carbono (CO)
como fuente de energia, mostrando altas tasas de crecimiento en condiciones
autotroficas gracias a una cadena de electrones altamente tolerante al CO. La
sintesis de energia en los carboxidotrofos esta relacionada con la enzima
carboxihidrogenasa (CODH) (Zhang, 2021). El uso de CO como fuente de carbono

es comun en diversas bacterias; sin embargo, este compuesto resulta toxico para
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muchos organismos, ya que reacciona con varios metales pesados, limitando asi la

cantidad de bacterias capaces de metabolizarlo.

Oligotropha carboxidovorans posee un operén denominado coxMSL, el cual forma
parte de un cluster de 12 genes que permite el uso de monéxido de carbono (CO)
como fuente de carbono, este operdon se activa Unicamente en presencia de CO
(Motterlini, 2009). Esta bacteria ha sido utilizada previamente en biofiltros tras ser
aislada de aguas tratadas, sin embargo, estudios han demostrado que O.
carboxidovorans no crece adecuadamente en competencia de nutrientes con otros
organismos, estos tienden a proliferar con mayor rapidez (Prado et al., 2008) en
medio selectivo, sin embargo, se ha logrado una eficiencia de remocion de CO de
hasta un 85 % utilizando medios adecuados. Se han empleado dos tipos de
soportes: piedra volcénica y piedra volcanica combinada con estiércol, utilizandose
este Ultimo como agente de adherencia de la cepa a la piedra volcanica. Los
resultados indicaron que las mejores condiciones de funcionamiento del biofiltro
inoculado con O. carboxidovorans se lograron con un tiempo de retencién en lecho
fijo (TRLF) de 3 min y una concentracién de 3950 mg/m?3 de CO (Jin et al., 2009).

2.14. Carboxihidrogenasa E.C. 1.2.5.3 (CODH)

Esta enzima es comunmente encontrada en bacterias carboxidotroficas, en el caso
de Afpia carboxidovornas utiliza esta enzima para crecer de manera aérobica y
quimiolitoautotréfica utilizando el CO como Unica fuente de carbono y energia, es
una enzima fundamental para el metabolismo facultativo que cataliza la oxidacion de
CO a CO; (zhang et al.,, 2010). Se tiene registro que esta presente en
Bradyrhizobium japonicum, Aeropyrum pernix, Hidrogenophaga pseudoflaba,
Desulfovibrio vulgaris. EI CO, producido es asimilado por el ciclo de Benson-
Braham, mientras que los electrones son transferidos a la via de la quinona al sitio
FAD y continla a través de la cadena transportadora de electrones hacia un aceptor
terminal O,, asi como se muestra en la Figura 4 (Wilcoxen, 2011). La localizacion
fisiologica de la enzima esta en la parte interna de la membrana citoplasmatica. La
enzima CODH estad codificada por un mega-plasmido localizado en el cluster
genético coxBCMSLDEFGHIK. Asi mismo, la seccion coxMSL codifica una enzima

heterotrimérica (afy) y el operdn incluye dos genes (coxF y coxl), prediciendo la
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produccion de proteinas homodlogas a la XdhC de E.coli, conocida esta proteina a la

insercion de grupos Mo=S (Hille, 2015).

CODH(1.2.5.3)
cO &= CO, - Ciclo de Benson-Braham

|
Transferencia de electron de quinena Transferencia de electron de guing
H20

Figura 4. Reaccion de la enzima CODH y su metabolismo en O. carboxidovorans (BRENDA:EC1.2.5.3).

La estructura de la enzima es heterodimérica (heterohexamero), contiene a su vez 5
ligandos, contiene un ndcleo binuclear de Mo-Cu denominado CU(])-S-
MO(VI)(=O)OH CLUSTER (CUM), en el que el cobre esta ligado al centro de la
molibdopterina mediante enlaces disulfuro como se observa en la Figura 5 marcado
en verde, asi mismo, se puede observar en la Figura 6 la interaccién del ligando con
los sitios especificos de la cadena. Por otra parte, como se observa en la Figura 7,
la enzima esta conformada por 6 cadenas, cadena polipeptidica pequefia Ay D, con
una longitud de 166 aminoacidos cada una; la cadena larga polipeptidica B y E con
una longitud de 740 aminoécidos cada una; por Uultimo, la cadena media
polipeptidica C y F con una longitud de 270 aminoacidos cada uno (PDBe, 2002).

Figura 6. Ligando de CUM y sus interacciones con la cadena polimérica.
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Figura 7. Superficie de la enzima CODH. Cadenas pequefias A y D (verde), cadenas medias Cy F
(morado) y cadenas largas B y E (naranja), H20 (rojo), (PDBe, 2002).

3. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar la biodegradacién de CO mediante el uso de un biofiltro percolador cultivado

con bacteria aislada en aguas residuales usando material sustentable.

3.2 Especificos

e Evaluar el crecimiento de la bacteria aislada en diferentes soportes, en
presencia de CO a nivel laboratorio.

e Disefar y elaborar un reactor de lecho fijo para evaluar el tiempo de
residencia , concentracién de entrada y tamafio de particula 6ptimos
del material de empaque.

e Evaluar el funcionamiento del reactor de lecho fijo optimizado para la
remocion de CO contenido en gases del escape de un motor de

combustion.
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4, METODOLOGIA

4.1 Recoleccion de muestras

Tomando como referencia los aislamientos previos realizados el Instituto Leibniz
DSMZ y la informacién que se recuperé de BacDive, la bacteria conocida como
Oligotropha carboxidovorans fue aislada principalmente de muestras acuaticas,
especificamente de aguas residuales (BacDive, 2022). Se recolectaron muestras del
tanque previo a la oxigenacion, del tanque en oxigenacion y del tanque donde se
afiadieron compuestos clorados, conocidos como “tanque 17, “tanque 2” y “tanque
3”, respectivamente, de la Comision Estatal del Agua del estado de Querétaro
(CEA). Las muestras se sumergieron en probetas de 1 L a una profundidad de
aproximadamente 1 m y se dejaron sedimentar durante 30 min. Posteriormente, en
tubos Falcon previamente esterilizados a 121 °C y 15 PSI durante 15 min, se
recolectaron 10 mL del sobrenadante de cada tanque por duplicado. Finalmente, las

muestras fueron almacenadas en una hielera a 4 °C (DOF, 1980).

4.2 Aislamiento de microorganismos

De las muestras recolectadas en el punto previo, se elaboré el medio de cultivo
conocido como medio oxidante de monoxido de carbono, encontrado en MediaDive
como “‘DSM 1227". La composicion consistié de (g/L) MgSO, -7H, O (0.12),
KH, PO, (0.25), (NH, ), SO, (1.18), NaCl (1.00) y NH, CI (0.96), C, H3 NaO, (3),
ajustado a un pH de 7.2 en agitacion constante de 150 rpm a 30 °C durante 48 h
(DSMz, 2022). Posteriormente, se realiz6 medio de cultivo de agar nutritivo en cajas
Petri. Se cultivaron in6culos en un medio estéril, del medio liquido conocido como
medio oxidante de monéxido de carbono en las cajas Petri con el agar solidificado,
se incubaron durante 24 h a 30 °C. Al final se almacenaron las cajas Petri envueltas

en parafilm y en un refrigerador a 4 °C.

4.3 Caracterizacion de crecimiento del microorganismo aislado en distintos

soportes en Microcosmos

Se realizaron experimentos para ver el crecimiento de la bacteria aislada en

distintos soportes, inoculando con un medio de cultivo compuesto por (g/L)
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MgSO, -7H, O (0.12), KH, PO, (0.25), (NH, ), SO, (1.18), NaCl (1.00), NH, CI
(0.96), C, H; NaO, (3) y ajustado a un pH de 7.0 (Thermo Scientific Orion Star
All). El medio de cultivo fue esterilizado previamente en autoclave a 120 °C y 15
PSI, siguiendo el protocolo de Jin et al. (2009).

Para asegurar la ausencia de otros microorganismos, los soportes fueron
esterilizados en autoclave a 120 °C y 15 PSI durante 15 min. Los soportes
evaluados fueron piedra pomez, turba, piedra volcanica, vermiculita, corteza de
madera y carbédn activado, con el fin de analizar su influencia en el crecimiento de la
bacteria. El experimento se llevd a cabo en un ambiente herméticamente sellado (30
L) que permitio inyectar CO, alcanzando concentraciones superiores a 1000 ppm en
el ambiente, mediante el uso de septos estériles, lo que permiti6 monitorear el
efecto de diferentes soportes sobre el crecimiento bacteriano. ElI CO se inyecté cada
24 h durante un periodo de dos semanas, utilizando un filtro para reducir el riesgo
de contaminacion. La concentracion del CO se determindé mediante la cuantificacion
en ppm con el uso del medidor de CO (VEVOR CO-01).

La recoleccion de CO se realiz6 a partir de cigarros (SHOT, British American
Tobacco, Inglaterra) utilizando una bomba de vacio para su transporte, se almaceno
en globos de hule (numero 36, marca “Globos payaso”). Paralelamente, otro globo
fue inflado a un caudal de 10.28 L/min. Posteriormente, el CO de uno de los globos
fue transferido al globo grande mediante un tubo, aprovechando la diferencia de
presién para diluir el CO, obteniendo asi una mezcla de CO en el globo grande para

después medir su concentracion de CO dentro del mismao.
4.4 Cuantificacién de la biopelicula en los soportes

La viabilidad de la biopelicula se evalu6 por triplicado mediante el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC). Al finalizar el periodo de crecimiento de la
bacteria, se observo la presencia de biopelicula en la muestra. Posteriormente, la
muestra se sometio a agitacion en un matraz Erlenmeyer de 250 mL (Pyrex) a 150
rpm durante 30 min, diluida en 200 mL de solucion salina al 0.9 % para evitar estrés
osmotico. Posteriormente, se tomaron 1 mL de muestra y 9 mL de la solucién salina,
realizando diluciones seriadas 1:10 hasta alcanzar 10™ °, asegurando la

homogeneizacion con un vortex (Corning LSE) antes de cada pipeteo. Las muestras
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fueron sembradas en placas Petri mediante la técnica de goteo y distribuidas con
una barra de vidrio estéril, incubandose a 30 °C por 48 h (Thermo Scientific Forma
Series 3). Finalmente, se realizé el conteo de UFC (Felisa FE-500), seleccionando
las dos muestras con mayor crecimiento (Pantanella, 2011).

4.5 Secuenciacion del microorganismo

A partir de muestras recolectadas de los soportes inoculados con el medio, se
aislaron las bacterias tomando una muestra con un asa estéril, se cultivd en un agar
nutritivo y se sellaron con parafilm. Se incubaron durante 24 h a una temperatura de
30 °C. Posteriormente se enviaron al laboratorio de microbiologia IPICYT, para que
se pudiera extraer el ADN, analizar e identificar el gen 16S para su posterior analisis

filogenético.

4.6 Elaboracion de biofiltros

Para el sistema experimental se emplearon tubos de PVC con un didmetro de 1.5 in.
Con el fin de evaluar diversas variables en el rendimiento del sistema, se variaron
tres caracteristicas: el tamafio de particula del soporte, el tiempo de retencion en el
lecho fijo (TRLF) y la concentracion de alimentacion del contaminante. Cada
experimento contd con tres valores distintos de acuerdo con la caracteristica

evaluada, y se incluy6 un filtro control sin bacterias inoculadas para referencia.

La inoculacion de los soportes se realizé utilizando 700 mL de medio de cultivo,
compuesto por (g/L): MgSO, -7H, O (0.12), KH, PO, (0.25), (NH, ), SO, (1.18),
NaCl (1.00) y NH, CI (0.96), C, H; NaO, (3), ajustado a un pH de 7.0. El medio se
esteriliz6 a 120 °C y 15 PSI durante 15 min y se inocul6 a partir de una cepa
cultivada en agar nutritivo en caja Petri. Posteriormente, el medio se agité a 120 rpm
durante 48 h a 30 °C. El soporte constituido por piedra pémez y piedra volcanica fue
esterilizado a 120 °C y 15 PSI durante 15 min. Los soportes se dejaron en agitacion
junto con el medio de cultivo previamente inoculado durante 24 h a 120 rpm.
Finalmente, las piedras se retiraron mediante un colador y se afadieron al tubo de
PVC.

La recoleccion de CO se realizé conforme al procedimiento descrito en la seccion

4.3. Una vez obtenido el CO diluido en aire, se conecté una valvula de regulacién
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para controlar la velocidad de flujo de alimentaciéon. Como se observa en la Figura 8,
este flujo pas6 a través de un humidificador, que consistié en un recipiente con agua
y un tapon perforado doble: por un orificio se introdujo un tubo de vidrio que llegé al
fondo del recipiente y se conectd a la valvula de regulacion; por el otro orificio se
liberé6 el CO diluido y humidificado. Este proceso permiti6 mantener los filtros

humedecidos para optimizar el rendimiento.

Posteriormente, el contaminante se distribuyé mediante conectores tipo “T”. Cada
conector conté con una tapa de rosca adaptada para embonar con precision en el
filtro, cumpliendo dos objetivos: (1) sellar el sistema lo mejor posible para evitar
fugas y (2) permitir el montaje y desmontaje sencillo del filtro, lo cual facilitd la
medicion del flujo de alimentacién de contaminante en cada filtro. La medicion del
flujo se realiz6 a una distancia aproximada de 2 cm para evitar obstruir la salida y
acumular el flujo, lo cual podria distorsionar los datos. La distancia evitdo que el
contaminante se diluyera rapidamente en el ambiente, preservando la precision de
las mediciones. Asi mismo, la medicion de la concentracién del CO tanto como para
la entrada y salida del filtro, se determind mediante el uso del medidor de CO
(VEVOR CO-01).
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Figura 8. Diagrama del funcionamiento de los biofiltros.

4.6.1 Tamanfo de particula

Se emplearon tres tamanos distintos de particulas: el filtro 1 y el control con un
tamafio mayor a 9.5 mm, el filtro 2 de 9.5 a 6.3 mm, y el filtro 3 de 6.3 a 4.76 mm.
Estos estuvieron rellenos con una mezcla 50:50 (v/v) de piedra volcanica y piedra
pomez como soporte en cada filtro. La alimentacion del filtro se mantuvo con un
caudal de 126 mL/h y un rango de concentracion de 50 a 250 ppm. La medicién de
concentracion de entrada y salida del CO se describe en la seccion 4.6. La
experimentacién con estas condiciones dur6 un mes, y los analisis se realizaron
cada 24 h.

4.6.2 Tiempo de retencion en el lecho fijo (TRLF)

Se utiliz6 un tamafo de particula de entre 4.7 y 6.3 mm para todos los filtros.
Ademas, se emple6 una mezcla 50:50 (v/v) de piedra volcanica y piedra pomez
como soporte en cada filtro. La variable entre cada filtro fue la longitud, con el
objetivo de analizar si una mayor permanencia del contaminante en el filtro resultd
en una mayor remocion. Las longitudes fueron: 23 (filtro 1), 33 (filtro 2, control) y 43

cm respectivamente (filtro 3). Las mediciones se realizaron de la misma manera
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descrita en la seccidon 4.6. La experimentacion duré un mes, y se alimentdé el filtro
cada 24 h, con una duracion de 2 h. La alimentacion del filtro se mantuvo con un

caudal de 126 mL/h y una concentracion de 50 a 250 ppm.

4.6.3 Concentracion del contaminante

Se utilizaron tubos de PVC de 1.5” de diametro con la longitud con la que se obtuvo
el mejor resultado en el experimento de TRLF y de la misma manera se utilizo el
lecho con el tamafio de particula con mejor valor de remocion en la fase
experimental de tamafio de particula. EI material de empaque fue una mezcla 50:50
(v/v) de piedra volcanica y piedra pomez como soporte en cada filtro. La
alimentacion del filtro se mantuvo con un caudal de 126 mL/h y un rango de
concentracion variada. El control y el filtro 1 estuvieron alimentados en un intervalo
de 10-110 (ppm), el filtro 2 fue alimentado en un intervalo de 50-300 (ppm) Yy el filtro
3 fue alimentado en un intervalo de 100-600 (ppm). Las mediciones se realizaron de

la misma manera descrita en la seccién 4.6.

4.6.4 Uso de prototipo en motor de combustion

Se probo¢ la viabilidad del biofiltro en la reduccion de emisiones de CO en un motor
de combustion, para probar su funcionamiento en un contexto real. Una vez
obtenidos los datos sobre las condiciones Optimas de operacion del biofiltro, se
construyd un prototipo con las caracteristicas idoneas. Este prototipo fue evaluado
utilizando el medidor de monoxido de carbono (VEVOR CO-01). En primer lugar, se
registro la cantidad de CO emitido por el vehiculo sin el biofiltro durante un periodo
de 5 min. Posteriormente, se instalé el biofiltro en el escape de un motor (Motor: 2.4
L, VVT, 16 valvulas) y se operd durante 15 min diarios, una vez al dia, por quince
dias. Al final del periodo de prueba, se midié6 nuevamente la cantidad de CO emitido
con el biofiltro instalado. Esto permitié calcular y comparar la cantidad de CO
emitido con y sin el biofiltro, evaluando asi si la remocion fue significativa para el

control de emisiones.

4.7 Analisis estadistico

Se evalu6é la eficiencia de remocién del contaminante con las condiciones
experimentales descritas en la seccién 4.6 mediante andlisis estadisticos separados

en tres fases independientes, estas fueron correspondientes a: tamafio de particula,
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concentracion de entrada y TRLF. Para los tratamientos y el control, se calcularon
la media, desviacion estandar, el error estdndar de la media, y los intervalos de
confianza al 95% (IC95%) de porcentaje de remocion. Estos valores se utilizaron

para representar los resultados en graficas de barras y lineas con barras de error.

4.7.1 Calculo de eficiencia de remocion

La eficiencia de remocion se determiné mediante la siguiente ecuacion :

Ecuacién 2

Centrada—Csalida

% de remocion =

Centrada

donde Cenrrada Y Csalida representan las concentraciones del contaminante antes y

después de la filtracidon, respectivamente.

4.7.2 Pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas

Con el fin de evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas en la
eficiencia de remocién del CO entre los diferentes tipos de filtros que se evaluaron
durante las pruebas 4.6, se llevaron a cabo analisis estadisticos utilizando los datos
obtenidos al momento de medir por triplicado la concentracion de entrada y la
concentracion de salida de cada filtro por dia. A partir de estas mediciones
individuales, se calculé el porcentaje de remocion para cada muestra obtenida,
empleando la férmula estandar mostrada en la ecuacién 2. Esto permitié obtener un
conjunto robusto de datos individuales que representaron de manera precisa la

variabilidad natural del sistema de filtracion.

Una vez calculado el porcentaje de remocién por muestra, los datos se organizaron
por grupo experimental y fueron sometidos a un andlisis estadistico. Previamente a
la comparacién entre tratamientos, se evaluaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de
Levene, respectivamente. Estas pruebas determinaron la validez del uso de andlisis

estadisticos paramétricos, como el analisis de varianza (ANOVA) (Field, 2018). Si los

29



datos cumplieron dichos supuestos, se aplican un ANOVA de un factor, el cual
permiti6 comparar las medias de remocién entre mas de dos grupos independientes
y establecer si al menos uno de ellos era significativamente diferente de entre los

demas.

Debido a la naturaleza ambiental de los datos, el uso de porcentajes como variable
de respuesta y la posible presencia de asimetria en las distribuciones, también se
consider6 necesario aplicar una prueba no paramétrica, como la prueba de Kruskal-
Wallis, que permiti6 comparar las distribuciones de tres 0 mas grupos sin asumir
normalidad ni igualdad de varianzas (Ghasemi & Zahediasl, 2012). Esta prueba fue
especialmente util cuando se trabajé con datos experimentales en los que las
condiciones ideales para pruebas paramétricas no pudieron garantizarse
plenamente. Finalmente, el andlisis se complementd con herramientas graficas como
diagramas de caja (boxplots), que permitieron visualizar de manera clara la
dispersion, la mediana y los valores atipicos de los porcentajes de remocion para

cada grupo.

5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de crecimiento de biofilm en soportes

Durante la primera semana de crecimiento en los soportes evaluados bajo
condiciones de microcosmos, se observaron diferencias notables entre los
materiales. En el carbén activado se formé un depdsito rigido en el fondo del envase,
sin evidencia de desarrollo de biopelicula en ninguna de las réplicas. En la
vermiculita se identificaron zonas con tonalidades que variaron de amarillo a
amarillo-crema en la superficie de las piedras; sin embargo, no se detecté formacion
de biopelicula. La turba presentd un depdsito en el fondo del envase acomparfiado de
una consistencia viscosa en el lecho, y en una de las muestras se registro
contaminacion por hongo filamentoso en la superficie. En el caso de la piedra
pomez, el medio de cultivo mostrd turbidez con coloracion blanco-amarillenta y
presencia de biopelicula en algunas piedras. En la segunda réplica de este soporte
se observaron tonalidades rosadas en el medio, ademas de formacion de biofilm en
las piedras y acumulacion de material en el fondo. La corteza de madera, en su

primera muestra, no presento crecimiento de biofilm ni contaminacion por hongos;
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sin embargo, en la segunda se evidenci6 un desarrollo notorio de biofilm,
predominantemente en el fondo del envase, sin indicios de hongos filamentosos.
Finalmente, la piedra volcanica mostré formaciéon de un depdsito en el fondo y
crecimiento de colonias blancas sobre las piedras; en su segunda réplica se
identific6 contaminacion con hongo filamentoso, ausencia de turbidez en el medio y

presencia de aglomerados bacterianos de color blanco.

Durante la segunda semana, los resultados presentaron variaciones. En la piedra
volcanica se evidencié la formacion de un biofilm de tonalidad grisacea, acompafado
de estructuras puntiformes blancas tanto en el depdsito del fondo como en la
superficie de las piedras. En la segunda réplica se desarrollaron colonias blancas
adicionales y un biofilm de color verde oscuro. La turba presentd puntos blancos en
el depdsito del fondo del envase, fenbmeno que también se observo en la réplica, la
cual, ademas, mostr6 contaminacién por hongo filamentoso. En la vermiculita se
registro la formacion de un depésito solido en el fondo del envase y la aparicion de
estructuras puntiformes blanco-amarillentas en la superficie de las piedras. La
corteza de madera presentd turbidez en el medio y abundante contaminacién por
hongo filamentoso, acompafada de un biofilm de aspecto blanco-transparente y
brillante, distribuido de manera generalizada en la superficie del soporte. La piedra
pomez mostré elevada turbidez y un incremento en la viscosidad del medio; en la
segunda réplica se observé la formacion constante de un depdsito en el fondo, asi
como coloracién rosada en el medio, diferencia notable con respecto a su duplicado.
Finalmente, en el carbén activado, tanto en la muestra original como en su réplica,
se detecté contaminacion por hongo filamentoso, ademéas de la formacion de un
depdsito solido en el fondo del envase, sin indicios de biofilm en ninguna de las

réplicas.
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Figura 9. Comparacion de crecimiento de biopelicula en
soportes. a) Se presentan los soportes de vermiculita, piedra
pémez, corteza de madera y piedra volcanica, respectivamente,
una semana después del inoculado. b) Se muestran los
mismos soportes (vermiculita,

5.2 Cuantificacion de UFC

En la cuantificacion de unidades formadoras de colonia (UFC) mediante la técnica
de diluciones seriadas inoculadas mediante el frote de asa estéril en agar nutritivo,
se determiné que el soporte con mayor crecimiento, incluso a la dilucién 107,
correspondioé a la piedra pdmez en su segundo duplicado, seguido por la piedra
volcanica en su primer duplicado. No obstante, el segundo duplicado de piedra
volcanica no presentdé crecimiento en la mayoria de las cajas, registrando

Gnicamente una UFC en la dilucion 1073,

En el caso de la corteza de madera, se observaron valores elevados de UFC en las
diluciones 102y 10“. De hecho, en el primer duplicado de la corteza 1 no fue
posible realizar el conteo de colonias debido a la alta densidad, la cual impidié
distinguirlas de manera individual. Sin embargo, en la dilucién 10 los valores
registrados fueron menores en comparacion con los obtenidos en piedra volcanica y

piedra pémez.
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El carbon activado presentd un crecimiento practicamente nulo en ambos
duplicados. En cuanto a la vermiculita, los duplicados mostraron un comportamiento
similar, con un crecimiento considerable en las primeras diluciones, aunque en la
dilucién 107 los valores permanecieron por debajo de los observados en otros
soportes. Finalmente, en las muestras de turba se observaron diferencias marcadas
entre duplicados: el primero mostré un crecimiento practicamente nulo, mientras que
el segundo present6 un comportamiento dentro del rango esperado; sin embargo,

en la dilucién 10 no se registré crecimiento.

Cuadro 5. Resultados de la cuantificacién de UFC/mL en diluciones de 10-3 a 10-5, inoculadas en cajas

petri.
Dilucién (UFC/mL)
Soporte 10° 10" 10°
Piedra pémez 1 135 33 1
Piedra pémez 2 344 110 23
Turba 1 2 0 1
Turba 2 54 16 0
Piedra Volcéanica 1 816 116 14
Piedra Volcanica 2 1 0 0
Corteza 1 - 166 6
Corteza 2 548 78 5
Vermiculita 1 87 2 7
Vermiculita 2 75 10 3
Carbon Activado 1 1 0 0
Carbon Activado 2 2 0 0
5.3 Secuenciaciéon del microorganismo

Los resultados de la secuenciacion del gen 16s realizada por el IPICYT muestran
las bases nitrogenadas en el siguiente orden:

>Secuencia_1
GGGGGTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGT
TGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGAAACTGGACAACTAGA
GTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATC
GGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAG
GCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
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AAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTGA
CGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAGAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAG
CACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCCAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACT
ACAATGGTGGGGACAGAGGG

>Secuencia_2:
CACACGGCAACCGTGGCAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTGCTTCTGGT
GCAACAAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
TCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCG
AGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGAGATGGGGTTTCTGGGATTGGCTTACCGT
CGCCGGCTTGCAGCCCTCTGTCCCCACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGC
CGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCGGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAAGACAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCATGACACGAGCTGACGACGGCCA
TGCAGCACCTGTGTTCGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTATGGAAAGTTCT
CGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAAGTAAACCACATA
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACC
GTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAACGCGTTAGCTTCGATACTGCGTGCCAAATT
GCACCCGACATCCAGTTCGCATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAA
TCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGC
TGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCGG
GAATTCCGCTACCCTCTACCACACTCTAGTTGTCCAGTTTCCACTGCAGTTCCC
TCGGTTGAGCCCAGGGCTGTTCACAACAGACCTAAGACGACTCACCTACTCAC
GACTTTACGCCGCAGTAGTTCCTGAGTAACGACTAGCACCCATCGTATACGCG
GGGCGGGCGGCGGATGATGAAAAAAA

Al ingresar ambas secuencias en el software BLASTn de NCBI, se obtuvieron, como
se muestra en el Cuadro 6, dos microorganismos de interés pertenecientes al
género Stenotrophomonas. No obstante, se observo divergencia a nivel de especie:
una de las secuencias correspondié a Stenotrophomonas maltophilia, mientras que
la otra se identific6 como una especie no especificada, asociada a la cepa Cf14. Los
valores de alineamiento reportaron un E-value de 0.0, un query cover entre 97 % y

98 %, asi como un Max score de 1655y 1653, respectivamente.

Adicionalmente, se construyo el arbol filogenético representado en la Figura 10, el
cual muestra la relacion evolutiva entre los géneros Stenotrophomonas,
Xanthomonas y Pseudomonas, asi como entre las distintas especies dentro de cada

género.
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El alineamiento se realiz6 utilizando secuencias obtenidas a partir de los resultados
del analisis BLASTn, seleccionando aquellas con mayor similitud respecto a la
secuencia del gen 16S rRNA previamente obtenida de la muestra bacteriana en
estudio. Las secuencias fueron alineadas para la posterior construccion del arbol
filogenético mediante el software Jalview.

Cuadro 6. Resultados de similitud de la base de datos en BLASTn
(NCBI,2025).

Max Total Query E Per.
Score Score Cover walue Ident
w w

- - v

Description
w

Stenotrophomonas sp. strain Cf14 165 ribosomal RNA gene _partial sequence 1655 1655 97T% 0.0 93.01%

Stenofrophoemonas maltophilia gene for 163 ribosomal RNA, partial sequence, strain: IAM 1566 1653 1653 93% 0.0 97.82%

Stenotrophomonas_maltophilia_strain_CSEB8

Stenotrophomonas_sp._strain_R1-70

Staphylococcus_succinus_strain_F5

Stenotrophomonas_sp._strain_82F1

Stenotrophomonas_chelatiphaga_strain_c14

Stenotrophomonas_maltophilia_strain_CPF-8

Xanthomonas_sp._strain_STE_E132

Pseudomonas_sp._THG-EP13_

Stenotrophomonas_maltophilia_strain_CPHEG

Stenotrophomonas_maltophilia_strain_Cip33

Figura 10. Arbol filogenético del alineamiento de secuencias resultantes de BLAST- NCBI.

5.4 Evaluacién de Tamafio de particula

Como se observa en la Figura 11, los valores de remocién de los diferentes filtros
fueron significativamente similares; sin embargo, el control, que presenté el mismo
tamafio de particula que el Filtro 1, mostré una remocion considerablemente menor
en comparacion con los Filtros 1, 2 y 3. La remocion inicial en todos los filtros oscild
entre 9 %y 24 %.

En los filtros inoculados con Stenotrophomonas sp., la remocién aumento

progresivamente con el tiempo hasta estabilizarse alrededor del dia 14. En los
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primeros 15 dias, el filtro 1 incrementd su remocion del 21.47 al 72.43 %, lo que
representa un aumento del 48.96 %. En la segunda etapa, del dia 15 al 30, la
remocion disminuy6 ligeramente, pasando del 72.43 al 65.58 %, es decir, una
reduccion del 6.85 %. El filtro 2 presenté un incremento del 20.42 al 45.56 % en los
primeros 15 dias (aumento de 25.14 %), seguido de un aumento del 45.56 al 58.47
% en la segunda etapa (incremento de 12.91 %). Por su parte, el filtro 3 aumentoé su
remocion del 9.94 al 53.62 % en la primera etapa (incremento de 43.68 %), y
posteriormente del 53.62 al 60.16 % en la segunda etapa (incremento de 6.54 %).

En contraste, el control incrementd su remocion del 15.92 al 23.91 % en los
primeros 15 dias (aumento de 8 %) y del 23.91 al 27 % en la segunda etapa
(incremento de 3.09 %), manteniendo un comportamiento relativamente constante
durante todo el experimento. Entre los filtros inoculados, el que mostr6 la mayor
eficacia de remocion fue el numero 1, alcanzando un 78.41 % al dia 22.
Considerando que el control correspondiente removié un 24.15 %, se atribuye a la

accion de la bacteria una contribucion de 54.26 % en la remocién del contaminante.
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Figura 11. Resultados de % de remocidn del contaminante en la prueba Tamafio de particula, Filtro 1

(Azul) y el Control (Rojo) con un tamafio >9.5 mm, el Filtro 2 (Verde) de 9.5a 6.3 mm, y el Filtro 3
(Morado) de 6.3 2 4.76 mm.
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Figura 12. Boxplot de Remocién del CO variando el tamafio de particula.

5.5 Evaluacién de TRLF

Como se observa en la Figura 13, los valores de remocién se mantuvieron en un
intervalo similar a lo descrito en el apartado 5.4, mostrando una clara tendencia
creciente en los filtros inoculados (1, 2 y 3) en comparacién con el control. El filtro 1

alcanzo el valor maximo de remocion, con un 69.75 % al dia 25.

En esta prueba, las diferencias entre variantes fueron menores respecto al
experimento anterior. Al inicio, el filtro 1 present6 una remocién del 15 %, el filtro 2
del 16 %, el Filtro 3 del 20 % vy el control del 7 %. Transcurrida la segunda semana,
los valores incrementaron a 29 % en el Filtro 1, 27 % en el Filtro 2, 20 % en el Filtro
3y 9 % en el control. Al finalizar el mes, los filtros registraron incrementos
adicionales: 10 % en el Filtro 1, 15 % en el Filtro 2, 10 % en el Filtro 3y 9 % en el

control.
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Si bien el Filtro 1 fue el que alcanzé la maxima remocion puntual, el Filtro 2 presentd
el mejor desempefio en términos de eficiencia promedio, con un 41.57 % de
remocion. En contraste, el control mostré un rendimiento promedio de 17.57 %, lo
gue permite atribuir aproximadamente un 24 % de eficiencia de remocién a la accion

de la bacteria inoculada.
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Figura 13. Resultados de % de remocion del contaminante en la prueba de Tiempo de retencion en el
lecho fijo (TRLF) Filtro 1-Azul (23 cm), Filtro 2- Verde (33 cm), Control- Rojo (33 cm) y Filtro 3- Morado (43
cm).
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Figura 14. Boxplot de Remocién de CO con variable Tiempo de retencién en lecho fijo (TRLF). Puntos
rojos (outliers).

5.6 Evaluacion de concentracion de entrada del contaminante.

En esta prueba se observé una marcada diferencia entre los tratamientos,
evidenciando que, a medida que la concentracion aumenta, la eficiencia de
remocion disminuye. Al igual que en las pruebas anteriores, las eficiencias de
remocion iniciaron con valores similares entre si, mientras que el control mantuvo su

actividad en un rango entre 6 y 24 %.

En cuanto a los filtros inoculados, el 1 presentd un intervalo de remocion de entre 25
y 64 %, alcanzando el valor maximo de remocién y registrando un promedio de
43.18 %. Durante la primera etapa aumento su eficiencia en un 15 %, mientras que

en la segunda etapa incrementd en un 25 %.

El 2 mostré eficiencias en un intervalo de entre 19 y 54 %. Durante las dos primeras
semanas incrementd su remocion en un 23 %, mientras que en la segunda etapa
apenas presentd un aumento del 1 %. Aunque alcanzo6 valores maximos de 54 %,

concluy6 el experimento con un 43 % de eficiencia y un promedio de 34.49 %.
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Por su parte, el Filtro 3 tuvo un comportamiento mas variable, con valores entre 6 %
y 39 %. En la primera etapa inicié con 23 % y alcanz6 un 36 % al dia 15, lo que
representd un incremento del 13 %. Sin embargo, en las siguientes dos semanas
disminuy6 hasta un 30 %, es decir, 6 % menos que en el dia 15, aunque alcanzé un

pico maximo de 39 % en el dia 19.
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Figura 15. Resultados del % de remocion de concentracion de entrada del contaminante. El control

(Rojo) y el filtro 1(Azul) alimentados en un intervalo de 10-110 (ppm), el filtro 2 (Verde) alimentado en un
intervalo de 50- 300 (ppm) y el filtro 3 (Morado) alimentado a un intervalo de 100-600 (ppm).
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Figura 16. Boxplot de remocién de CO con variable de concentracién.

5.7 Evaluacién de prototipo en motor de combustion

Los resultados de este apartado se muestran en las Figuras 17-18. Como se
observa, la duracion en esta ocasion fue de 15 dias. Los valores maximos de
remocion del filtro fueron de 30% aproximadamente, asi mismo como lo es del
control. Aunque si bien hay una tendencia de mayor remocioén del filtro, al final de
los 15 dias, el control obtuvo valores mayores que el filtro inoculado. El control
mantuvo un comportamiento constante de remocion va entre el 5-10% sin tomar en
cuenta el valor que se dispara en el dia 12, teniendo un valor del 20% de remocion.
Por parte del filtro inoculado, muestra un comportamiento inicial similar al de las
otras pruebas, tiene un ascenso lento hasta alcanzar el dia 6, a partir de ese punto
el filtro tiene una bajada de eficiencia de la cual no logra recuperarse.

Por parte de la Figura 18, se muestra una distribucién de datos variable, teniendo
datos que en ambos casos van desde el 0% de remocion hasta un 42% por parte
del filtro y un 45% por parte del control. En el caso del filtro, el rango intercuartilico
(RIQ) es mayor gue el control, infiriéndonos que los datos en comparacion al control

son mas dispersos. Asi mismo por parte de del Q3 del filtro, se muestra que su
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distribucion de datos es mas amplia que el control, la distribucion de datos del
control es baja.
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Figura 17. Gréfico de eficiencia de remocion del prototipo evaluado en escape de motor de combustion.
Remocion del Control (Rojo), Remocion del Filtro (Azul).
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Figura 18. Grafico Boxplot de las remociones del Filtro (Rojo) y del Control (Azul).

6. DISCUSION

6.1 Seleccion de soporte

Durante la inoculacién del soporte se evidencid la presencia de contaminacién en
varias muestras de los soportes, particularmente en aquellos con mayor contenido
de materia organica, como la corteza de madera y la turba. Estos materiales suelen
ser comunmente empleados como soportes debido a que aportan fuentes de
carbono que favorecen el crecimiento microbiano incluso sin necesidad de un
indculo (Shareefdeen et al., 2005). Una de las razones es debido a su alto
porcentaje de porosidad, siendo el de la piedra pémez del 90 % aproximadamente y
de la piedra volcanica del 80 % aproximadamente (Ismail et al., 2014). Sin embargo,
se ha documentado que la bacteria de interés para el biofiltro presenta dificultades
para competir en dichos sustratos, siendo desplazada por otros microorganismos,
principalmente hongos (Jin et al., 2009), fenbmeno que también se observé en las

muestras de corteza de madera y turba. Por esta razén, se descartd su utilizacion, a
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pesar de que la corteza de madera mostré resultados favorables en términos de
conteo de UFC.

En la turba y en la vermiculita se registré la formacién de depdsitos densos en el
fondo de los envases, lo cual podria dificultar el paso del contaminante a través del
filtro. Este aspecto resulta relevante, para garantizar un flujo éptimo se recomienda
gue el biofiltro conserve un espacio vacio entre el 40 % y el 80 % de su volumen
(Wu et al.,, 2018). Considerando estas limitaciones, asi como los resultados de
crecimiento microbiano y la evidencia reportada por Jin et al. (2009), quienes
emplearon piedra volcanica, en el presente estudio se seleccionaron como soportes
piedra volcanica y piedra pdmez. Ambos materiales presentan caracteristicas
similares: baja o nula concentracion de carbono, elevada porosidad y estructura
inorganica. Estas propiedades resultan ventajosas para el funcionamiento del
biofiltro, ya que contribuyen al adecuado flujo del contaminante y favorecen la
adherencia de los microorganismos. Adicionalmente, estos materiales son
reutilizables y cuentan con atributos valiosos como el tamafio, la forma y la
estabilidad estructural. No obstante, en algunos casos es necesario administrar

nutrientes para sostener el crecimiento microbiano (Ortiz et al., 2003).
6.2 Secuenciacion del microorganismo

Obtenidos mediante BLAST por el E-value, query cover y el Max score permiten
inferir con gran certeza que se trata de una Stenotrophomonas sp. Esta bacteria
Gram negativa pertenece al filo Pseudomonadota. Su temperatura 6ptima de
crecimiento se encuentra alrededor de 30 °C y presenta morfologia uniforme,
observandose como bacilos rectos o curvados. No forman endosporas y pueden
poseer dos o mas flagelos polares (Ghosh et al., 2020). Ademas, junto con otras
especies del filo Pseudomonadota.

De un total de 768 muestras de aislamiento reportadas para este género, el 45 %
son aislados de animales, el 33 % de ambientes acuaticos, el 13 % de suelos y el 7
% de plantas (Vasileuskaya-Schulz et al., 2011).

Las secuencias analizadas mostraron identidades cercanas al 99 %, lo que indica

una alta similitud genética entre las secuencias comparadas en el alineamiento.
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Esta elevada identidad se refleja en la Figura 10 mediante distancias cortas en las

ramas entre las secuencias pertenecientes al mismo género.

Esto puede deberse a la alta conservacion del gen 16S rRNA, el cual es
ampliamente utilizado en la identificacién bacteriana debido a esta caracteristica; sin
embargo, su capacidad de resolucion puede ser limitada cuando se analizan
especies estrechamente relacionadas de ser algo baja debido a esta caracteristica

de preservacion que tiene el gen.
6.2.1 Aplicaciones de Stenotrophomonas sp. en la biorremediacién

Diversos estudios han registrado la importancia de Stenotrophomonas sp. en los
ciclos elementales de diferentes ambientes ecolédgicos, debido a su potencial en la
regulacion del crecimiento vegetal, ya que participa en la fijacion de nitrégeno, la
solubilizacion de fosfatos, la produccion de reguladores como el 4cido indolacético y
la proteccién de plantas contra patdégenos (Berg et al.,, 1994; Nakayama et al.,
1999). Asimismo, Stenotrophomonas sp. ha demostrado eficacia como agente de
biocontrol en plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, protegiéndolas de hongos,
y bacterias patdégenas. Un ejemplo es S. maltophilia W81, aislada de la rizosfera de
Beta vulgaris (betabel), que inhibié el crecimiento de Pythium ultimum, un oomiceto

gue afecta raices y semillas (Dunne et al., 1997).

El andlisis gendmico de diversas cepas de Stenotrophomonas sp. ha revelado la
capacidad de sintetizar enzimas involucradas en la degradacion de hidrocarburos y
metales pesados. Entre estas funciones se incluyen la degradacion de queratina
(Yamamura et al., 2002), nitrofenol (Liu et al., 2007) e hidrocarburos macrociclicos
(Urszula et al., 2009). Asimismo, se ha documentado su participacion en la
biorremediacion de fertilizantes e insecticidas como fipronil y diazindn, e incluso en
la utilizacién del DDT como fuente de carbono (Pan et al., 2016). Adicionalmente,
Stenotrophomonas sp. se ha empleado dentro de consorcios microbianos
suplementados con hierro en biofiltros para el tratamiento de compuestos organicos
volatiles (COVs) y emisiones de olores como H, S y NH; en aguas domesticas,

logrando una remocién completa de estos contaminantes (Saez-Orviz et al., 2025).

Estos antecedentes permiten inferir que el potencial biotecnolégico y ambiental de

Stenotrophomonas sp. es elevado, debido a la presencia de clisteres de genes que
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favorecen su adaptacion a sistemas contaminados, tanto con compuestos
xenobidticos como con sustancias de origen natural que pueden tener
repercusiones sobre la salud. Asimismo, desempefian un papel relevante en la
rizosfera de plantas, contribuyendo a la regulacién del crecimiento y ofreciendo
proteccion frente a microorganismos patdégenos. En este contexto, resulta
comprensible que la bacteria haya logrado sobrevivir en condiciones de alta
concentracion de CO. Dado que otras bacterias del filo Pseudomonadota, como O.
carboxidovorans, presentan el clister genético cox, es posible que mecanismos
homdlogos estan presentes en Stenotrophomonas. No obstante, esta relacién debe
ser confirmada experimentalmente mediante analisis moleculares, como la
deteccion del cluster coxBCMSLDEFGHIK mediante PCR, gqPCR o Whole Genome
Sequencing (WGS).

6.3 Tratamientos de biofiltros

Del punto 5.4, las pruebas de tamafio de particula, las pruebas de normalidad
(Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas (Levene) indicaron que los
supuestos del ANOVA no se cumplen, dado que en todos los casos los valores de p
fueron menores a 0.05. Por este motivo, se aplicd la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, la cual confirmé diferencias altamente significativas entre
tratamientos (p < 0.0001). Las pruebas post-hoc, tanto de Tukey como de Dunn,
mostraron patrones consistentes: los filtros inoculados (F1, F2 y F3) presentaron
diferencias significativas respecto al control (p < 0.0001 en todos los casos). No
obstante, entre los filtros inoculados no se observaron diferencias significativas, lo
gue sugiere que, si bien existen diferencias globales entre tratamientos, las

variantes con inéculo presentan un comportamiento equivalente entre si.

La Figura 12 muestra la distribucion de los datos correspondientes al porcentaje de
remocion. El filtro 1 presenté una mediana del 48%, con un rango intercuartilico de
26% a 60%. El primer cuartil (Q1) comprendié valores entre 26% y 48%, mientras
gue el segundo cuartil (Q2) se extendio de 48% a 60%. Esta distribucion evidencia
gue en Q2 existe una menor dispersion de datos, lo que indica una mayor
consistencia entre los valores registrados. Este comportamiento puede atribuirse a

gue en este intervalo el biofiltro alcanz6 un punto de estabilizacion en su eficiencia
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de remocion, asociado al asentamiento progresivo de la comunidad microbiana y a

la adaptacion del sistema al contaminante tratado.

De acuerdo con Jiménez (2005), en un estudio sobre eliminacion de estireno, se
alcanzo una eficiencia de remocion del 80 % al dia 10. Aunque el ensayo concluyé
en esa misma fecha, los resultados sugieren la necesidad de extender las
investigaciones para evaluar un comportamiento prolongado del biofiltro. Por su
parte, Alvarez (2009) reporta que, al emplear un biofiltro anaerobio en el tratamiento
de aguas residuales domésticas, la eficiencia alcanz6 un 50 % al dia 7,
incrementandose posteriormente hasta aproximadamente un 90 % al dia 18. De
forma similar, Quispe (2016) documenta un sistema de tratamiento de efluentes
domésticos que alcanz6 su mayor eficiencia al dia 14, con una remocién de 95.98
%.

En consecuencia, la menor dispersion observada en Q2 puede interpretarse como el
momento en que el biofiltro alcanzé su méaxima estabilidad operativa y, por ende,
una eficiencia de remocion sostenida. Estos resultados, al compararse con lo
reportado en la literatura, permiten deducir que la estabilizacion del sistema es un
proceso gradual pero consistente. Garzén Zuiiga et al. (2011) evaluaron un biofiltro
para la filtraciébn de aguas residuales con contaminantes recalcitrantes y observaron
que los biofiltros empacados con granulometria mediana y grande mostraron
comportamientos similares, mientras que los de granulometria fina alcanzaron
menores niveles de remocion. De manera semejante, Medina Mazari (2006) y
Garzén Zuaiiga (2006) reportaron, al dia 17 de la operacion de un biofiltro para el

tratamiento de DBOS5, una diferencia aproximada del 20% entre granulometrias.

Estos hallazgos sugieren que el tamafio de particula influye en el desempefio del
biofiltro. Las particulas pequefias tienden a degradarse mas rapidamente, lo que
ocasiona la formacién de pasteles (como se observé en los frascos del punto 5.1),
dificultando asi el paso del fluido a través del sistema. En contraste, las particulas
grandes facilitan el flujo debido a su mayor tamafio de poro, aunque presentan
menor superficie de contacto con el contaminante. Estas ventajas y desventajas
pueden equilibrarse entre si, ademas de que la formacion de macroporos entre
particulas del empaque podria favorecer el flujo preferencial del fluido,
contribuyendo a una mayor homogeneidad en el rendimiento global del biofiltro.
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Por parte de las pruebas de TRLF, punto 5.5, la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
mostré que, mientras los tratamientos inoculados (F1, F2 y F3) cumplieron con una
normalidad (p > 0.5), el control presenté una desviacidon respecto a los anteriores,
(p=0.000017). Por otra parte, la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene
indico diferencias significativas entre las varianzas de los tratamientos (p=0.000239),
esto concluye que no se cumplen los supuestos de ANOVA. Sin embargo, se aplico
un ANOVA a via de referencia, lo cual demostré que hay diferencias significativas
entre tratamientos (F(3.308)= 48.42, p<0.0001). Las pruebas post-hoc de Tukey
confirman que los tres tratamientos inoculados (F1, F2 y F3) presentaron
nuevamente diferencias en comparaciéon al control, con incrementos de eficiencia de
remocion de entre 21.6% y 23.7% (p<0.0001 en todos los casos). Aunque si bien,
asi como en la prueba de tamafio de particula, no presentaron diferencias
significativas de eficiencia de remocion entre los filtros inoculados. Para esto puede
explicarse por distintas razones. Al momento de desarmar el filtro se observo que la
humedad no alcanzaba a penetrar hasta la superficie superior del mismo. Se
identificé que, a partir de una altura de entre 10 y 14 cm, la humedad en el soporte
llegaba a su limite, provocando que la seccion restante del biofiltro no generara
biomasa activa y, en consecuencia, funcionara como una region muerta. Este
fendmeno puede justificar la ausencia de diferencias significativas entre los
tratamientos inoculados, ya que, independientemente de las condiciones especificas
de cada uno, la limitacibn en la distribucion de la humedad restringe el
aprovechamiento total del volumen del biofiltro. Morales Ibarria y Revah Moiseev
(1999) evaluaron el funcionamiento de un biofiltro para la eliminacion de vapores de
tolueno. Los resultados mostraron que la capacidad de eliminacion pas6é de 15
g/m3/h a 140 g/m3/h en el segundo dia de operacién, para posteriormente disminuir
a 40 g/m3/h dos dias después al momento de cortar el suministro de humedad. Por
otra parte, Cox et al. (1996) reportaron una disminucién del 50% en la eficiencia de
remocion como consecuencia de una variacion en el contenido de humedad, que
pasé del 67% al 30%. Estos hallazgos permiten inferir que la concentracion de
humedad en el sistema tiene un efecto determinante sobre la actividad microbiana,
ya que su reduccion limita la capacidad del biofiltro para sostener tasas elevadas de

remocion.
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En la Figura 14 se presenta el boxplot correspondiente a las pruebas de TRLF. A
diferencia de lo observado en la prueba de tamafio de particula, en este caso la
distribucién de valores del Filtro 1 muestra una menor dispersion, alcanzando
valores maximos y minimos muy similares entre los filtros inoculados. No obstante,
se aprecia una ligera variacion en el grosor de las cajas entre los tratamientos, lo
gue indica diferencias en la dispersion de los datos. En el caso del Filtro 3, se repite
un comportamiento similar al registrado en la prueba de tamafio de particula: el
segundo cuartil (Q2) es menor en comparacion con los otros cuartiles de los filtros
inoculados. Tal como se explico anteriormente, este patron puede atribuirse a que el
biofiltro alcanza sus valores maximos de remocion y posteriormente entra en una

fase de estabilizacion, lo que coincide con la tendencia observada en la Figura 14.

En cuanto al control, se observa un agrupamiento estrecho de los datos, con
algunos valores atipicos (outliers) que, sin embargo, pueden considerarse como no
representativos dentro del analisis global. Aun con esta variabilidad, la grafica
confirma nuevamente la marcada diferencia en la eficiencia de remocion entre el
control y los tratamientos inoculados, reforzando la evidencia de que la inoculacion

favorece un mejor desempefio en el sistema.

En el andlisis correspondiente a la concentracion del contaminante (punto 5.6), las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene indicaron que los supuestos del ANOVA no se
cumplian (p < 0.05). Por ello, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
gue mostré diferencias significativamente significativas entre los grupos (p <
0.0001).

La prueba post-hoc de Dunn confirmd estas diferencias: los filtros inoculados
presentaron un efecto de remocién significativo respecto al control (p > 0.05). Entre
los filtros, se observaron variaciones en la eficiencia de remocion: Filtro 1 vs. Filtro 2
(p = 0.0089), Filtro 1 vs. Filtro 3 (p = 2.60 x 10~ &) y Filtro 2 vs. Filtro 3 (p = 0.0032),
indicando que el Filtro 3 presentd la mayor eficiencia de remocion y diferencias

significativas con los demas filtros.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Moussavi et al. (2009), quienes
evaluaron la remocion de MTBE (metil ter-butil éter) en un biofiltro a lo largo de tres

fases experimentales. Durante la primera etapa, denominada de preinicio y con una
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duracion de 44 dias, se trabajo con concentraciones de entrada de entre 50 y 100
ppm. A partir del dia 45, se incrementd la concentracién del contaminante a un
rango de 100 a 3000 ppm, manteniéndose hasta el dia 151. Finalmente, se evalud
el efecto de la tasa de carga (TRLF) bajo condiciones de alta y baja concentracion

del contaminante.

Los resultados mostraron un efecto claro de la concentracion en la eficiencia de
remocion del biofiltro. Durante la primera fase, con concentraciones de hasta 100
ppm, la remocion alcanzo el 99 %. Sin embargo, al aumentar la concentracion a
1000-1500 ppm, la eficiencia disminuyd ligeramente, alrededor de un 4 %. Al
superar las 2000 ppm, el rendimiento del biofiltro descendié de nuevo en una
proporcién similar. Los autores atribuyeron este comportamiento a que los
microorganismos alcanzaron su maximo nivel de biodegradabilidad, lo que implica la
existencia de un limite en el potencial de remocion del sistema. Por otra parte, Yoon
y Park (2002), evaluaron los efectos de la temperatura, concentracion y TRLF en la
eficiencia de remocion de un biofiltro para remover COVs, reporta que al momento
de que la concentracién de entrada fue de 65 g/m? la eficiencia de remocién fue del
90 %, sin embargo al aumentar la concentracién a 83 g/m? la eficiencia disminuy6 al
74 %.

Estos comportamientos podrian explicar las diferencias estadisticas observadas
entre los tratamientos F1, F2 y F3, ya que el incremento en la concentracion del
contaminante puede generar un punto de saturacion microbiana que limita la

eficiencia de remocidn, incluso en biofiltros previamente estabilizados.
6.4 Tratamiento de prototipo en escape de motor de combustién

Los resultados del analisis estadistico mediante la prueba Shapiro—Wilk mostraron
gue las distribuciones de remocidén no se ajustaron a la normalidad en ninguno de
los grupos (Control: W = 0.904, p = 0.0012; Filtro: W = 0.745, p < 0.001). Por su
parte, la prueba de Levene presentd un valor cercano al limite de significancia
(F(1,88) = 3.83, p = 0.053), por lo que se considerdo adecuado complementar el
analisis con una prueba no paramétrica. La prueba de Kruskal-Wallis evidencié
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (H = 7.44, p = 0.006).

Posteriormente, la prueba post-hoc de Dunn confirmé esta diferencia en la remocion
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entre el filtro inoculado y el control (p.adj = 0.006). Estos resultados respaldan que
existe una diferencia significativa en la eficiencia de remociéon entre ambos

tratamientos.

Sin embargo, como se observa en la Figura 17, durante el dia 8 el filtro inoculado
presenté una marcada disminucion en su rendimiento, pasando de una eficiencia de
remocion cercana al 28% a menos del 10%. Incluso, al finalizar el experimento, el
control mostré valores de remocion superiores a los del filtro inoculado. Este
comportamiento podria atribuirse a diversos factores, entre ellos el efecto de la
temperatura del gas de escape del vehiculo, la cual alcanz6 valores promedio de 48
°C. Ademas, la entrada del contaminante teniendo como promedio de 775 ppm pudo
haber tenido un impacto importante en la eficiencia del biofiltro. Tal como se observé
en las pruebas previas sobre la concentracion de entrada, este parametro

representa un factor determinante en el desempefio de sistemas biofiltrantes.
7. CONCLUSIONES

El sistema de bidfiltracibn demostr6, en todas sus réplicas, diferencias
estadisticamente significativas respecto al control, alcanzando eficiencias de
remocion cercanas al 78%. Estos resultados confirman que la accion de
Stenotrophomonas sp. sobre la remocién de mondxido de carbono representa una
alternativa biotecnoldgica viable. No obstante, al igual que la mayoria de los
biofiltros, el sistema presenta ciertas limitaciones inherentes, entre ellas la
necesidad de condiciones operativas controladas y un periodo de adaptacion
prolongado antes de alcanzar su maxima eficiencia de remocién. Asimismo, se
evidencié que pequefas variaciones en las condiciones del entorno pueden generar

desequilibrios que afecten el desempefio global del sistema.

Como linea de investigacion futura, se propone la implementacién de un sistema de
enfriamiento que permita reducir la temperatura del gas de entrada antes de su
contacto con el biofiltro, con el fin de preservar la actividad microbiana, para el caso
de sistemas a mayores temperaturas como lo fue el prototipo. De igual manera, se
sugiere enfocar el uso del sistema en vehiculos con bajas emisiones de CO (como
unidades hibridas o con catalizadores en buen estado), dado que a concentraciones

elevadas el biofiltro mostr6 una disminucidn considerable en su eficiencia.
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Finalmente, se plantea la posibilidad de inmovilizar la enzima en un soporte inerte,
con el objetivo de caracterizar su eficiencia catalitica y ampliar el potencial de

aplicacion del sistema propuesto.
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