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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo determinar la competencia entre
bacterias reductoras del humus, sulfato y productoras de metano; mediante la
cuantificacion de compuestos consumidos y generados durante la oxidacién
anaerobia de lactato, propionato y acetato para determinar bajo que

condiciones el inoculo que se utilizara, trabaja de manera mas eficiente.

Se explord un lodo granular procedente de una industria papelera ubicada en
Eerbeck Holanda. Este lodo se expuso a diferentes sustratos que son
considerados ecologicamente importantes (acido lactico, acido propionico y
acido acético) asi como también a diferentes concentracion de sulfato y de

quinonas; estos ultimos jugando el papel de receptores de electrones.

Cada experimento con sus variantes las cuales consisten en variar el tipo de
sustratos y la concentracion de sulfatos y quinonas (AQDS), se mantubieron en
incubacion a 30°C y se toman muestras cada determinado periodo de tiempo
para determinar la reduccién de quinonas, lo cual se midié bajo condiciones
anaerobias (camara anaerobia) por un método colorimétrico, utilizando un
espectrofotometro marca Génesis 20 Thermospectronics a una longitud de
onda de 450 nm. La cdmara anaerobia es marca COY modelo 14500 y para
propiciar condiciones anaerdbicas en la misma, se usé una atmadsfera formada
por N2 /H, (95/5). Se incluyé un catalizador de paladio para asegurar la
ausencia de oxigeno. Para llevar acabo las lecturas con mayor precision, las
muestras fueron diluidas al 50% con una solucién buffer de bicarbonato de
sodio. La reduccion de sulfatos Las concentraciones de sulfato fueron
determinadas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC
marca Waters Alliance) por el método de determinacion de aniones,. Para
llevar a cabo esta determinacion se tomaron muestras de cada tratamiento, se
centrifugaron a 6500 rpm por 20 min. Las muestras se colocaron en los viales
correspondientes y se congelaron hasta el momento del andlisis. Se emple6
una columna para aniones de alta resolucién, marca Water IC-Pack™; y un

detector de conductividad, del mismo fabricante, modelo 432. El eluente que se



empled fue un buffer de borato/gluconato de sodio, para ello se preparé un
solucion concentrada de borato/gluconato de sodio, descrita en el manual del
equipo. Posteriormente se prepard0 una segunda solucién: 20 ml solucién
concentrada borato/gluconato de sodio, 20 ml de n-butanol y 120 ml de
acetonitrilo y se afor6 a 1000 ml con agua desionizada, y se procedio a filtrar al
vacio con papel Watman #1, finalmente se sonificé antes de su uso en el
equipo de HPLC, con el fin de desplazar el oxigeno disuelto en la solucion,
para evitar interferencias en las mediciones, asi como la produccién de metano
La produccion de metano fue medida por cromatografia de gases, por el
método establecido para la determinacién de biogas, en un equipo marca
VARIAN 3800. Se obtuvo la concentracién de metano en cada muestra que se
inyectd, calculando el area bajo la curva. El cromatégrafo cuenta con un
detector de ionizacién de flama (FID) y una columna Porapak Q con una malla
80/100. Las temperaturas de operacion de la columna, el inyector y el detector

fueron de 35, 170 y 190°C respectivamente.

El muestreo se detuvo cuando las lecturas dejen de presentar cambios
significativos entre una muestra y otro, lo que indica que el sustrato ha sido

consumido por completo.

De acuerdo con lo obtenido en la investigacion se concluyé que las bacterias
reductoras de quinonas son las mas competitivas, seguidas por las bacterias
productoras de metano y estas a su vez por las bacterias sulfato - reductoras
en el in6culo estudiado. Por otra parte, la presencia de bacterias sulfato —
reductoras y bacterias productoras de metano, no afectan de manera

significativa las bacterias reductoras de humus.
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l.- INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

El humus es la materia organica que se acumula en el suelo y en los sedimentos
acuéaticos, su recalcitrancia tan persistente le permite tener una vida media de hasta 500
afios (Stevenson, 1994). Estudios recientes han indicado que el humus puede jugar un
papel importante en la transformacion de compuestos organicos e inorganicos en
ambientes anaerobios. Estos estudios revelan que las quinonas, estructuras muy
abundantes en el humus, son las responsables de estas propiedades cataliticas (Field et
al.,, 2000, Scott et al.,, 1998). La accion catalitica del humus puede darse tanto en

sustratos simples, como en contaminantes prioritarios (Cervantes, et al., 2000, 2001).

Las tres principales funciones cataliticas que pueden jugar las quinonas en el humus son:
1) como aceptor final de electrones en la cadena respiratoria de diferentes
microorganismos; 2) como mediadores Oxido reduccién (redox) acelerando la
transferencia de electrones entre una fuente reductora y un aceptor de electrones; y 3)
como donador de electrones para la reduccién microbiana de aceptores de electrones

mas oxidados como el nitrato (Field et al., 2000).



La aplicacion del humus a sitios contaminados para estimular su bioremediacion, resulta
ser una idea atractiva, ya que presenta las siguientes ventajas respecto a otras técnicas:
1) es muy abundante y su obtencion no representa una inversidbn mayor; 2) las
propiedades inertes del humus garantizan que al aplicarlo no conlleva la acumulacién de
intermediarios o productos indeseables como ocurre con otros compuestos como el
sulfato y el nitrato (Anderson & Lovley, 2000; Hutchins et al., 1991), 3) mayor solubilidad
en el agua respecto a otros aceptores de electrones alternos (O,, Fe(lll) y Mn(lV), 4)
propiedades para absorber metales pesados y compuestos organicos, lo cual permite una
mejor disponibilidad de los mismos para ser transformados por los microorganismos
responsables (Field et al. 2000). Por lo tanto, la aplicaciéon del humus para estimular la
biorremediacién de sitios contaminados debe ser considerada como una buena alternativa

para la restauracion de sitios contaminados con diferentes contaminantes prioritarios.

Se conocen algunas de las bondades que representa el utilizar el humus para restaurar
ambientes anaerobios contaminados. Sin embargo, resulta necesario conocer los efectos
cataliticos del humus en presencia de otros aceptores de electrones alternos; ver la
competencia que se genera por el sustrato disponible en el medio, y qué tan factible es la

biodegradacion de los contaminantes presentes.

1.2 JUSTIFICACION

Recientemente se ha descubierto que la sustancia compuesta por productos organicos,
de naturaleza coloidal, que proviene de la descomposicion de los restos organicos
también conocida como Humus, juega un papel muy importante la degradacién anaerobia
de compuestos sencillos y complejos. El humus puede participar en dicha degradacién
como donador de electrones, como aceptor de electrones y/o como mediador en las
reacciones de oxido reduccién. En un sistema natural, se encuentre una gran diversidad
de microorganismos los cuales compiten por el sustrato disponible contra las bacterias

reductoras del humus, pudiendo afectar la accion catalitica del humus.



En la actualidad se desconoce el efecto que pudieran provocar las bacterias sulfato-
reductoras al estar presentes en un sistema que se trata de restaurar mediante la ayuda
del humos. Por dicho motivo surge el interés por investigar la capacidad catalitica del
humus en presencia de aceptores de electrones alternos como sulfato, durante la
oxidacion anaerobia de sustratos ecol6gicamente importantes como acetato, propionato y

lactato.

Al poder determinar el efecto que tiene la presencia de aceptores de electrones alternos
en un consorcio anaerobio, conteniendo bacterias que compiten por los sustratos
disponibles, nos facilitara la comprensiéon del papel que el humus realiza en este tipo de
ambientes. Los resultados que arrojen estos experimentos, nos daran la pauta para poder
desarrollar sistemas donde se pueda predecir el comportamiento fisiolégico de las
bacterias reductoras del humus en presencia de contaminantes como podria ser el

benceno.

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que el humus presenta propiedades potenciales en la biodegradacion
anaerobia de compuestos simples y recalcitrantes. En un ambiente anaerobio natural,
pueden coexistir bacterias reductoras de sulfato o nitrato que tengan la capacidad de
competir por los sustratos disponibles con las bacterias reductoras del humus. En este
caso, no es posible discernir si las propiedades cataliticas del humus se ven afectadas por

estos consorcios microbianos.

La competencia por sustratos puede darse entre bacterias reductoras del humus y sulfato,
ya que es factible encontrar estos aceptores de electrones en mdultiples ambientes
anaerobios. Los sustratos a los que comunmente pueden acceder los microorganismos,

son los intermediarios clave en las rutas tréficas (Ej. acetato, lactato).

El presente trabajo aportara datos inéditos que ayudaran a predecir el papel catalitico del
humus en la degradacion anaerobia de compuestos organicos, en presencia de otros

aceptores de electrones (sulfato).



1.4 HIPOTESIS

Las bacterias reductoras del humus presentan mejor accion competitiva por acetato y
lactato que las bacterias sulfato-reductoras y estas a su vez que las productoras de

metano.

1.5 OBJETIVO

Determinar la competencia entre bacterias reductoras del humus, sulfato y productoras de
metano; mediante la cuantificacion de compuestos consumidos y generados durante la

oxidacién anaerobia de lactato, propionato y acetato.



Il.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades del Humus

El humus es la materia organica que se acumula en el suelo y en los sedimentos
acuaticos y que constituye la fraccion organica mas abundante de la biosfera
(Stevenson, 1994), La composicién quimica del humus esta formada por: huminas
(fraccion mineral), acidos humicos (con alto contenido en quinonas), acidos
fulvicos, y &cidos hematomelanicos. Ademas de estos compuestos, estan
presentes sustancias organicas en diversos estados de descomposicion; aminas,
productos organicos de degradacién de hongos y bacterias; proteinas y sus

productos de degradacion, péptidos y aminoacidos; taninos y sus productos de



degradacion, polifenoles y fenoles; &cidos organicos diversos; enzimas;

fitohormonas; clorofila, carotenos y derivados.

2.2. Funciones del humus

Estudios recientes han indicado que el humus puede jugar un papel importante en
la transformacion de compuestos organicos e inorganicos en ambientes
anaerobios, como el suelo y los sedimentos de acuiferos. Estos estudios revelaron
que las quinonas, estructuras muy abundantes en el humus, son las responsables
de las propiedades cataliticas del humus que pueden facilitar multiples reacciones
(Field et al., 2000, Scott et al., 1998).

2.2.1 Como aceptor final de electrones en la respiracion microbiana

Lovley, et al. (1996) reportaron por primera vez que el humus podria jugar un
papel importante en el transporte de electrones durante la respiracion anaerobia
de microorganismos. En este estudio se probd la capacidad de diferentes
bacterias, como Geobacter metallireducens, para oxidar diferentes sustratos
empleando &cidos humicos o el compuesto modelo 2,6-disulfonato de
antraquinona (AQDS) como unicos aceptores de electrones. Se encontrd que la
conversion de acetato y otros compuestos a CO,, esta acoplada a la reduccion de
las quinonas en el humus a sus correspondientes hidroquinonas (forma reducida

de las quinonas, Figura 1).

La extensa variedad de microorganismos que son capaces de usar el humus como
aceptor final de electrones coincide con la diversidad de ambientes en los que se
ha reportado la capacidad de reducir el humus. Se ha reportado que muchos
indculos originados de plantas de tratamiento de aguas residuales, sedimentos
marinos, sedimentos contaminados o ricos en materia organica y suelos con

diferentes caracteristicas pueden oxidar una gran variedad de sustratos acoplado



a la reduccién de sustancias humicas (Cervantes et al, 2000; Coates et al., 1998).
Entre los sustratos oxidados durante estos estudios estan acetato, lactato, etanol,
glucosa, hidrégeno, propionato, piruvato, entre otros.

Acetato CO,
0 OH
| Quinona Hidroquinona
Humus
| F R
O v OH
Oxido metalico Fe(l11) Fe(ll)

Figura 1. Oxidacion de acetato por microorganismos reductores del humus (MRH) acoplado a la
reduccién de oxidos férricos en la que participan las quinonas como transportadores de electrones.
(Fuente Coates et al., 1998)

2.2.2 Como mediadores redox (transportadores de electrones)

Las quinonas en el humus no solamente pueden actuar como aceptores de
electrones en la oxidacion microbiana de muchos compuestos organicos. Las
sustancias humicas también pueden estimular la biotransformacion de
contaminantes conteniendo grupos electrofilicos, como los grupos azo y nitro, asi
como compuestos policlorados y metales radiactivos, a través del transporte de

electrones entre una fuente externa de electrones y estos contaminantes (Figura



2). Los mecanismos cataliticos del humus y las quinonas involucran procesos
abidticos y biolégicos en los que las sustancias humicas aceleran las
transformaciones reductivas en uno a varios 6rdenes de magnitud (Field et al.,
2000).

AHZQDS

NHZ

Sustrato Aminas
: Aromaticas
‘ o
|
co QU0
2 -0S ‘

Q=

© Colorante Azo

AQDS
Figura 2. Mecanismo de reduccién de colorantes azo a través del compuesto modelo AQDS (2,6-

disulfonato de antraquinona). (Field et al., 2000).

Las hidroquinonas formadas durante la reduccion microbiana del humus son muy
reactivas con diferentes 6xidos metalicos que son muy abundantes en diferentes
sedimentos y suelos, como la magnetita (FesO4;) o la vernadita (MnOy),
permitiendo con ello su regeneracion al estado oxidado (Lovley et al., 1996). La
regeneracion de las hidroquinonas en el humus a su estado oxidado permite que
una vez mas se encuentren disponibles para ser reducidas por los
microorganismos reductores de humus (MRH). Este mecanismo de reciclaje en el
humus implica que, para lograr la oxidacion de compuestos organicos en
sedimentos o suelos ricos en 6xidos metélicos, no necesariamente se requerira la
participacion de una gran cantidad de humus (Benz et al., 1998; Cervantes et al.,
2002). Existen microorganismos que no son capaces de reducir éxidos férricos

directamente, pero que al estar presentes las quinonas como acarreadores de



electrones, logran acoplar este proceso a la oxidacion de diferentes sustratos
(Benz et al., 1998; Cervantes et al., 2002).

La reduccién quimica de hexacloroetano (HCA) a tetracloroetileno por medio de
diferentes agentes reductores (sulfuro, Fe** y azufre elemental), fue acelerada
hasta diez veces por la adicién de diferentes quinonas en los medios de reaccién
(Curtis & Reinhard, 1994). La reduccién quimica de octaclorodibenzo-p-dioxinas
(octa-CDDs) a sus respectivos tetra-CDDs solamente pudo ser llevada a cabo
cuando diferentes analogos del humus fueron incluidos en los sistemas de
reaccion, mientras que no hubo conversion en la ausencia de las sustancias
hamicas (Barkovskii & Adriaens, 1998).

Algunos contaminantes policlorados pueden ser degradados en presencia del
humus como acelerador de los procesos bioldgicos. La conversion de tetracloruro
de carbono a cloroformo ocurri6 a una velocidad mayor cuando se adicioné
materia organica del suelo a cultivos de la bacteria Shewanella putrefaciens. Se
encontré que la fraccion de acidos humicos en la materia organica fue la que
contribuy6é en mayor medida a la aceleracion del proceso (Collins & Picardal,
1999). La adicion de AQDS, a niveles por debajo del estequiométrico, a
incubaciones de un lado granular aumenté hasta siete veces la velocidad de
conversion de tetracloruro de carbono, permitiendo una mayor produccion de
cloruro a partir de este contaminante (Cervantes et al., 2004). Lo anterior indica
que las quinonas contribuyen a aumentar no solamente la velocidad de conversion
de compuestos clorados, sino también, el grado de mineralizacion. A partir de este
lado granular se obtuvo un enriquecimiento bacteriano capaz de acoplar la
reduccién de sustancias humicas a la conversion de tetracloruro de carbono
usando diferentes sustratos como fuente de electrones.

Los colorantes tipo azo son otro tipo de contaminantes que pueden ser
convertidos aceleradamente por medio del humus o compuestos analogos
(quinonas). Debido a que el enlace —N=N- es muy electrofilico se requiere de
condiciones reductivas para poder convertir este tipo de colorantes a sus
correspondientes aminas aromaticas. La reduccion del enlace azo ocurre muy

lentamente en muchos tipos de colorantes azo por lo que se requiere de la
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aplicacion de sustancias humicas, como acarreadores de electrones, para acelerar
el proceso decolorante. La reduccion de varios colorantes azo a sus aminas
arométicas fue acelerada por medio de la adicion de diferentes quinonas a cultivos
bacterianos de Sphingomonas sp, usando glucosa como fuente de electrones
(Kudlich et al., 1997). A partir de este descubrimiento, se ha probado la eficiencia
de diferentes quinonas en la decoloracion de diferentes colorantes azo en
reactores de tratamiento de aguas residuales. Estos resultados tienen importantes
implicaciones en el tratamiento de aguas residuales de la industria textil, ya que es
posible lograr un proceso decolorante eficiente aun cuando se opera el reactor a
un corto tiempo de residencia hidraulico (Cervantes et al., 2001c; Laszlo, 2000;
Van der Zee et al., 2001).

Otro grupo de contaminantes que requieren condiciones reductivas para ser
convertidos, son los compuestos aromaticos que contienen uno 0 Mas grupos nitro
(nitroaromaticos). Como en los casos anteriores, la aplicacion de diferentes
sustancias humicas a sistemas de conversion, ha permitido aumentar hasta 500
veces la velocidad de reduccion del grupo nitro al correspondiente grupo amino
(Dunnivant et al., 1990; Schwarzenbach et al., 1990).

La reduccién de metales radiactivos, como Uranio (VI) y Tecnecio (VII), es otro
proceso en el que se ha mostrado el papel catalitico del humus. El
microorganismo resistente a radiaciones, Deinococcus radiodurans R1, pudo
reducir ambos radionucleétidos a sus formas insolubles, usando lactato como
donador de electrones, cuando se incubé con AQDS. Por el contrario, en la
ausencia de quinonas no hubo reduccién de los metales radiactivos (Fredrickson
et al., 2000).

2.2.3 Como donadores de electrones

El humus puede actuar como donador de electrones para la reduccion de
aceptores de electrones que presenten un potencial redox mas positivo. Los
microorganismos reductores del humus y los reductores de fierro Il oxidan el
humus reducido o al compuesto analogo reducido 2,6 disulfonato de

antrahidroquinona (AHQDS), usando nitrato o fumarato como aceptor de
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electrones (Figura 3). Los microorganismos involucrados en este proceso son:
Geobacter metallireducens, Geobacter sulphurreducens, Geothrix fermentants,
Shewanella alga'y Wollinella succinogenes. (Lovley, et.al. 1999).

Coates, et. al. (1998), menciona que existe una diversidad de microorganismos en
diferentes ambientes anaerobios capaces de llevar a cabo la desnitrificacion. En
otros estudios se encontr6 que Paracoccus denitrificans puede llevar a cabo la
reduccion del nitrato a nitrégeno molecular mediante la oxidacion del AHQDS. En
adicion, Wolinella succinogenes puede reducir arsenato o selenato utilizando el
AHQDS como donador de electrones (Lovley et al.,, 1999). También se ha
encontrado que la cepa CKB utilizada en los tratamientos de desechos de la
industrial del papel, puede reducir el clorato (ClO3’) teniendo al AHQDS como

donador de electrones (Bruce et al., 1999).

Acgtato CO,
0 OH
‘ uinona Hidroquinona
Humus
| " R
0 OH

NOj N,

Figura 3. Oxidacion de acetato por microorganismos reductores del humus (MRH) acoplado a la
bioreduccién del nitrato en la que participan las hidroquinonas como donadores de electrones.

(Bruce et al., 1999).
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2.2.4 Aplicacién del humus a sitios contaminados

Investigaciones realizadas por Anderson & Lovley (1999), sugieren que la adicion
de humus o AQDS a diferentes sedimentos contaminados con petréleo puede
estimular la biodegradacion de benceno en estos sitios. También se cree que la
adicion de AQDS a un sedimento contaminado permite la biodegradacion de metil-
terbutil éter (MTBE), el cual es un aditivo de la gasolina (Finneran & Lovley, 2001).
En todos estos casos, los sedimentos han presentado una alta concentracion de
Fe (Ill) en diferentes formas, lo cual ha permitido reciclar las quinonas del humus
durante el proceso de degradacion.

Un sedimento fue incapaz de degradar tolueno cuando se adicion6 6xido férrico
como aceptor de electrones. La degradacion del tolueno se llevé a cabo cuando se
le adiciono al sistema una baja concentracion de acidos humicos. Asi se demostro
que la conversion del tolueno estuvo acoplada a la reduccion del Fe (Ill) en

presencia de los acidos humicos (Cervantes et al., 2001a).

2.2.4.1 Ventajas de utilizar el humus en biorremediacion

e EI humus es muy abundante y su obtenciéon no representa una inversion
mayor, tal como la que se requiere para inyectar oxigeno a acuiferos
contaminados mediante técnicas aerobias.

e Las propiedades inertes del humus garantizan que su aplicacion a sitios
contaminados no conlleva a la acumulacion de intermediarios o productos
indeseables. Algunas otras tecnologias necesitan de la inyeccion de nitrato
o sulfato, los cuales pueden ocasionar problemas de eutroficacion, cuando
se aplican para la degradacion de contaminantes (Anderson & Lovley,
2000; Hutchins et al., 1991).

e Mayor solubilidad que presentan las sustancias hdmicas en el agua
respecto a otros aceptores de electrones alternos (O, Fe (lll) y Mn (1V)), lo
cual asegura un buen transporte y disponibilidad para los microorganismos

involucrados.
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e Propiedades del humus para absorber metales pesados y compuestos
organicos que también contribuyen a una mayor disponibilidad de los

contaminantes (Stevenson, 1994).

2.3 Microorganismos reductores del humus

La mayoria de los microorganismos reductores del humus (MRH) son bacterias
reductoras de Fe(lll) de la familia Geobacteraceae (Coates et al., 1998; Lovley et
al., 1996), pero la gran diversidad incluye también otros tipos de bacterias
reductoras del Fe(lll) como Pantoea agglomerans (Francis et al.,, 2000) y
Thermoanaerobacter siderophilus (Slobodkin et al.,, 1999). Ademas, existen
bacterias sulfato-reductoras, como Desulfovibrio G11, halorespiradoras, como
Desulfitobacterium dehalogenans, fermentativas, como Propionibacterium
freudenreichii, y metanogénicas, como Methanospirillum hungatei, que también
pueden acoplar la reduccion de sustancias huimicas a la oxidacion anaerobia de
diferentes sustratos (Benz et al., 1998; Cervantes et al., 2002). La tabla 1 resume
la biodiversidad de microorganismos reportados en la literatura que son capaces

de oxidar diferentes sustratos acoplado a la reduccion de quinonas.

Tabla 1: Diversidad filogenética de microorganismos reductores de humus y/o AQDS (Field &
Cervantes, 2005)

Filogenia Microorganismo Aceptor electrénico’
Archea
Metanococcales Methanococcus thermolithitrophicus AQDS
Methanococcus voltarei AQDS
Methanobacteriales Mhetanobacterium thermoautotrophicum AQDS
Methanobacterium palustre AQDS Y HA
Methanosarcinales Methanosarcina barkeri AQDS Y HA
Methanolobus vulcani AQDS
Methanosphaera cuniculi AQDS Y HA
Methanomicrobiales | Methanospirillum hungatei AQDS
Methanopyrales Methanopyrus kandleri AQDS
Thermoproteales Pyrobaculum islandicum AQDS Y HA
Thermococcales Pyrococcus furiosus AQDS
Archaeoglobales Archeaoglobus fulgidus AQDS
Bacteria
y - Proteobacteria Pantoea agglomerans AQDS
Shewanella alga AQDS Y HA
Shewanella putrefaciens AQDS
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Shewanella sacchrophila AQDS
Aeromonas hydrophila AQDS
Geospirullum barnseii AQDS
Wolinella succinogenes AQDS Y HA
Escherichia coli K12 AQS YL

a - Proteobacteria Sphingomonas xenophaga BN6 AQS

/3 - Proteobacteria Ralstonia eutropha 335 AQS

J - Proteobacteria Geobacter metallireducens AQDS Y HA
Geobacter sulfurreducens AQDS Y HA
Geobacter humireducens AQDS Y HA
Geobacter JW-3 AQDS Y HA
Geobacter TC-4 AQDS Y HA
Geobacter grbiciae AQDS
Desulfovibrio G11 AQDS
Desulfovibrio vulgaris DMBQ, NQ
Desulfuromonas acetexigens AQDS
Desufuromonas SDB-1 AQDS
Desulfuromonas FD-1 AQDS
Deinococcus radiodurans AQDS
Thermotoga maritima AQDS
Thermoanaerobacter siderophilus AQDS
Bacillus subtilis AQS, AQDS Y L
Propionibacterium freudenreichii HA
Enterococcus cecorum HA
Lactococcus lactis HA, ACNQ
Desulfitobacterium dehalogenans AQDS Y HA
Desulfobacterium PCE1 AQDS

e AQDS, antraquinona 2,6 disulfonato; AQS, antraquinona 2 sulfonato; ACNQ, 2 amino-3-

carboxi-1,4-naftoquinona; DMBQ, 2,6 dimetil-1,4- benzoquinona; L, lawsone (2-hidroxi-1,4

naftoquinona); HA, &cidos himicos; NQ, naftoquinona.
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2.4 Metanogénesis

El metano es producido por la accién de las arqueobacterias metanogénicas que
se desarrollan en ambientes andxicos. Los sustratos empleados para la
metanogénesis se clasifican en tres grupos generales: los sustratos
monocarbonados, como el diéxido de carbono; los sustratos metilicos, como el

metanol; y, los sustratos acetotroficos, como el acetato (Madigan et. al., 2004).

Celulosa,
otros polisacaridos,
proteinas
Bacterias
celuloliticas Hidrolisis
y otras bacterias
hidroliticas
Monomeros
Azlcares,
aminoéacidos
Bacterias Fermentacion
fermentadoras
I\/I Propionato™
Butirato™
Acetato™ Succinato®"
Alcoholes

Bacterias oxi-

\cetond . | Homo- dadoras de .
Celogenesis| scatégenos dcidos grasos | Fermentacién
v productoras
o s de H, (sintrofos)
HIESo genos
Acetato
Metandgenos
Metanogenos
Metanogénesis
CH, + CO,

Figura 4. Proceso global de la descomposicion anoxica, mostrando la forma en que varios grupos
fermentativos actian en la conversion de materiales organicos complejos a CH,y CO, (Madigan et.
al., 2004).
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Los estudios sobre metanogénesis han demostrado que la produccién bioldgica de
metano tiene lugar a través de una serie exclusiva de reacciones en las que se
clasifican como las que transportan la unidad de C; (molécula de diéxido de
carbono que se introduce al ciclo) desde el sustrato inicial, CO,, hasta el producto
final, metano; y las enzimas que en la reaccion rédox suministran los electrones

necesarios para la reduccion de CO, a metano.

Un gran namero de Euryarchaeota produce metano. Tales organismos se
denominan metandgenos. Entre estos se encuentran los géneros
Methanobacterium, Methanococcus, Methamicrobium, Methanosarcina, entre

otros.

En la figura 4 se muestra cdmo también los organismos sintroficos convierten los
acidos grasos y alcoholes en sustratos para la metanogénesis y acetogeénesis.
Cuando abundan otros aceptores de electrones alternativos, como el sulfato en los
sedimentos marinos, prevalece la respiracion anaerdbica, ya que los
microorganismos fermentativos no pueden competir por los acidos

grasos/alcoholes con las bacterias sulfato reductoras.

2.5 Sulfato-reduccion

El sulfato, la forma mas oxidada del azufre, es uno de los aniones mayoritarios del
agua de mar y es usado por las bacterias sulfato-reductoras. El producto final de la
reduccion del sulfato es SH,. Muchas bacterias son capaces de crecer sobre
acetato como Uunica fuente de carbono, la mayoria de estos organismos son de

origen marino (Madigan, et. al 1998).
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La sulfato-reduccién es un proceso respiratorio anaerobio donde el sulfato es
usado como aceptor de electrones. Esto difiere por los procesos de asimilacion de
compuestos sulfurados en el material celular. Muchas bacterias y arqueobacterias
pueden desasimilar la reduccion de azufre.

Los microorganismos que pueden participar en este tipo de reacciones son de los
géneros: Desulfobacterium, Desulfobacter, Desulfonema, Desulfosarcina,
Archaeoglobus y Desulforhabdus. La reduccién incompleta del sulfato puede darse
con Desulfomicrobium, Desulfobulbus, Desulfobotulus, Desulfovibrio y
Desulfotomaculum. Los donadores de electrones mas comunes son: acidos

organicos, acidos grasos, alcoholes e hidrogeno (Vallero,et al 2003).



18

lll.- MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion de los experimentos

Los experimentos se llevarén a cabo en los laboratorios de ecodesarrollo y

analisis especiales del ITSON, en el periodo de Junio del 2005 a Junio del 2006.

3.2 Inb6culos

Se exploré un lodo granular procedente de una industria papelera ubicada en
Eerbeck Holanda. Durante su almacenamiento, el lodo se mantuvo en
refrigeracion totalmente hidratado. Para utilizar este indculo, s6lo se necesitd
tomar la cantidad de granulos necesarios procurando que estos estubieran

expuestos al aire el menor tiempo posible.
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3.3 Medio basal.

El medio basal que se utilizd6 durante los experimentos contenia (g/L): NaHCO3
(2), NH4CI (0.1), KH,PO,4 (0.05), MgCI*6H,O (0.012), CaCIl*2H,0O (0.005); Na,S

(0.013); 1 ml/L de elementos traza y vitaminas.

3.4 Diseiio experimental.

El experimento constd de 10 tratamientos (Tabla 2). Las constantes en todos los
casos fueron el inoculo (0.7518 gr/l en peso seco) y la concentracion de

contaminante (acido lactico, acido propionico o acido acético)

Tabla 2. Tratamientos utilizados para los experimentos (cada tratamiento se llevo

acabo por triplicado)

Muestra | AQDS S04
1 2mM OmM
2 2mM ImM
3 2mM 2mM
4 2mM 4mM
5 2mM 6mM
6 OmM 2mM
7 2mM 2mM
8 4mM 2mM
9 emM 2mM
10 8mM 2mM

Para todos los experimentos, se usaron botellas seroldgicas de vidrio de 120 ml,
las cuales se inocularon con lodo anaerobio granular (0.7518 g/l en peso seco), en
medio basal con su respectivo aceptor de electrones (sulfato o AQDS) y el
sustrato correspondiente (acido lactico, acido propionico o acido acético). A cada

botella se le dej6 un espacio de cabeza de 60 ml. Con el fin de mantener
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condiciones anoxicas las botellas fueron selladas con tapones de hule y con sellos
de aluminio. Las botellas fueron sometidas a una corriente de N2/CO, (80%/20%)
por 5 minutos, con el propdésito de establecer condiciones anaerobias en las

mismas.

El motivo de llevar acabo el experimento por triplicado es con el fin de verificar la
reproducibilidad de los resultados. Se tomaron muestras 2 veces por dia durante
los primeros 2 dias de incubacion para determinar la concentracion de AQDS y
sulfato y una vez por dia se midio la concentracion de metano. Del tercer dia en
adelante, se muestre6 una vez cada segundo dia para dar seguimiento al

experimento.

3.5 Métodos analiticos.

e La reduccion de AQDS se midid0 bajo condiciones anaerobias (camara
anaerobia) por un método colorimétrico, utilizando un espectrofotdmetro marca
Génesis 20 Thermospectronics a una longitud de onda de 450 nm. La camara
anaerobia es marca COY modelo 14500 y para propiciar condiciones
anaerodbicas en la misma, se us6 una atmadsfera formada por N, /H; (95/5). Se
incluyé un catalizador de paladio para asegurar la ausencia de oxigeno. Para
llevar acabo las lecturas con mayor precision, las muestras fueron diluidas al

50% con una solucion buffer de bicarbonato de sodio.

e Las concentraciones de sulfato fueron determinadas mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC marca Waters Alliance) por el método de
determinacion de aniones,. Para llevar a cabo esta determinacion se tomaron
muestras de cada tratamiento, se centrifugaron a 6500 rpm por 20 min. Las

muestras se colocaron en los viales correspondientes y se congelaron hasta el
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momento del analisis. Se empled una columna para aniones de alta resolucion,
marca Water IC-Pack™; y un detector de conductividad, del mismo fabricante,
modelo 432. El eluente que se emple6 fue un buffer de borato/gluconato de
sodio, para ello se preparé un solucién concentrada de borato/gluconato de
sodio, descrita en el manual del equipo. Posteriormente se preparé una
segunda solucién: 20 ml solucion concentrada borato/gluconato de sodio, 20 ml
de n-butanol y 120 ml de acetonitrilo y se afor6 a 1000 ml con agua
desionizada, y se procedio a filtrar al vacio con papel Watman #1, finalmente
se sonifico antes de su uso en el equipo de HPLC, con el fin de desplazar el

oxigeno disuelto en la solucion, para evitar interferencias en las mediciones.

e La produccion de metano fue medida por cromatografia de gases, por el
método establecido para la determinacion de biogas, en un equipo marca
VARIAN 3800. Se obtuvo la concentracion de metano en cada muestra que se
inyectd, calculando el area bajo la curva. ElI cromatégrafo cuenta con un
detector de ionizacion de flama (FID) y una columna Porapak Q con una malla
80/100. Las temperaturas de operacion de la columna, el inyector y el detector

fueron de 35, 170 y 190°C respectivamente.

Tales determinaciones sirven para saber cantidades de productos consumidos y
generados, y como esto se ve influenciado por la presencia del AQDS Yy el sulfato.
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V.- RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en los 10 diferentes
experimentos para oxidar los 3 sustratos estudiados (acido lactico, propionico y
acético), los cuales son ecol6gicamente importantes por su gran abundancia en
distintos ambientes anaerobios, en presencia de sulfato y AQDS como aceptores

finales de electrones.

Experimentos con concentracion de AQDS constante y concentracion de

sulfato variable utilizando acido lactico como sustrato

En la Figura 5 se muestra la reducciéon de AQDS (2 mM), utilizando acido lactico

como fuente de energia, en ausencia de sulfato. Como se puede observar, la
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reduccion de AQDS ocurrié6 de manera constante hasta lograr su reducciéon casi

completa después de 5 dias de incubacién. La produccion de metano fue nula.
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Figura 5. Reduccion de AQDS y produccion de metano por el lodo anaerobio

utilizando acido lactico como sustrato en ausencia de sulfato.
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Figura 6. Competencia entre la reduccién de sulfato (1 mM), AQDS (2 mM) y la
produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.

En la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos de la incubacion del lodo en
presencia de sulfato (1 mM) y AQDS (2 mM). Como se puede observar, ambos
procesos respiratorios ocurrieron de manera paralela; sin embargo, la reduccion

de AQDS prevalecié sobre la reduccion de sulfato, ya que este Ultimo proceso
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ocurrié a una velocidad mucho menor. En cuanto a la produccion de metano, es

mas lenta que la reduccion de AQDS pero es mas veloz que la sulfato — reduccion.

La reduccion de AQDS prevalecié sobre el proceso de sulfato-reduccion y ésta a
su vez, sobre la produccion de metano, aun cuando la concentracion de sulfato se
aumento6 en el medio a 2, 4 y 6 mM como se puede observar en las Figuras 7, 8 'y
9. Ademas, la velocidad de reduccion de AQDS no se afectd por el aumento en la

concentracion de sulfato en el medio.
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Figura 7. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM), AQDS (2 mM) y la
produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.
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Figura 8. Competencia entre la reduccién de sulfato (4 mM), AQDS (2 mM) y la
produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.



0,09 16
> _n—n
- e
sSs 112
E E 0061 .

o 0,05
S & 004 / / 108
N B + 06
o = 0,03 - :
© 1
G S 002 0.4
S 001 - 102
O 000l eo—et—"9¢ "¢ : 0
0 0,5 1 1,5 2 6
Dias

Conc. de AQDS Reducido

(mM)

—a— M5 SO4
M5 Metano
—e— M5 AQDS

25

Figura 9. Competencia entre la reduccion de sulfato (6 mM), AQDS (2 mM) y la

produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.

Experimentos con concentracion de AQDS variable y concentracion de

sulfato constante utilizando acido lactico como sustrato

En ausencia de AQDS, el lodo anaerobio presentd una baja velocidad de

reduccion de sulfato y alcanzé su mas alta produccién de metano, como puede

observarse en la Figura 10. Unicamente se obtuvo una concentracion de sulfato

reducido de 40 uM después de 5 dias de incubacién.
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Figura 10. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM) y la produccion de

metano en lodo anaerobio con lactato como donador de electrones.

El incremento en la concentracién de AQDS en el medio propicié que la velocidad
de reduccion de sulfato disminuyera aun mas. Por otra parte, al incrementar la
concentracion de AQDS en el medio, se observd una mayor velocidad de
reduccion de este aceptor de electrones. En cuanto a la produccion de metano,

ésta es muy limitada (Figuras 11, 12, 13y 14).

0,025 1,2
= 0,020 | Tl
1os8
0,015
0,010
/ / |
0,005 4.//‘\‘_/ + 0,2
0,000 - ‘ ‘ ‘ ‘ 0

0 0,5 1 1,5 2 6
Dias

—&— M7 Sulfato
M7 Metano
—e— M7 AQDS

Conc. de Sulfato Reducido
y de Metano (mM

o
o
Conc. de AQDS Reducido
(mM)

Figura 11. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM), AQDS (2 mM) y la
produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.
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Figura 12. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM), AQDS (4 mM) y la

produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.
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Figura 13. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM), AQDS (6 mM) y la

produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.
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Figura 14. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM), AQDS (8 mM) y la
produccion de metano en el lodo anaerobio con lactato como donador de

electrones.

Experimentos con concentracion de AQDS constante y concentracion de

sulfato variable utilizando acido propidnico como sustrato

En la Figura 15 se muestra la reduccion de AQDS (2 mM), utilizando acido
propionico como fuente de energia, en ausencia de sulfato. Como se puede
observar, la reduccion de AQDS ocurrié de manera constante hasta lograr su
reduccion casi completa después de 18 dias de incubacion. Por otro lado, el
metano inicia a producirse desde el inicio de la incubacion; sin embargo, después

del dia 1 la produccién es minima.
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Figura 15. Reduccion de AQDS y produccion de metano por el lodo anaerobio

utilizando acido propionico como sustrato en ausencia de sulfato.
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Figura 16. Competencia entre la reduccion de sulfato (1 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos de la incubacion del lodo en
presencia de sulfato (1 mM) y AQDS (2 mM). Como se puede observar, ambos
procesos respiratorios ocurrieron de manera paralela; sin embargo, la reduccién
de AQDS prevalecié sobre la reduccion de sulfato, ya que este ultimo proceso
ocurrio a una velocidad mucho menor.

La reduccion de AQDS prevalecio sobre el proceso de sulfato-reduccion, aun

cuando la concentracion de sulfato se aument6 en el medio a 2, 4 y 6 mM como se
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puede observar en las Figuras 17, 18 y 19. Ademas, la velocidad de reduccion de
AQDS se afectd por el aumento en la concentracién de sulfato en el medio de
manera minima. Por otro lado, la produccion de metano fue méas lenta que la

reduccion de AQDS y mas rapida que la sulfato — reduccion.
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Figura 17. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.
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Figura 18. Competencia entre la reduccion de sulfato (4 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.
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Figura 19. Competencia entre la reduccién de sulfato (6 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.

Experimentos con concentracion de AQDS variable y concentracion de

sulfato constante utilizando &cido propiénico como sustrato

En ausencia de AQDS, el lodo anaerobio presenté una baja velocidad de
reduccion de sulfato y alcanzé su mas alta produccion de metano, como puede
observarse en la Figura 20. Unicamente se obtuvo una concentracion de sulfato
reducido de .006 mM después de 18 dias de incubacion. De manera paralela, se
obtuvo una producciéon de metano de 7 mM después del mismo tiempo de

incubacion.
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Figura 20. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (0 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.

El incremento en la concentracion de AQDS en el medio propicié que la velocidad
de reduccion de sulfato disminuyera aun mas. Por otra parte, al incrementar la
concentracion de AQDS en el medio, se observd que no hubo una mayor
velocidad de reduccion de este aceptor de electrones. En cuanto a la produccion
de metano, esta decayd en algunas muestras e incluso se inhibié al aumentar la
concentracion de AQDS. Sin embargo, la muestra 9 (Figura 22), mostré una
produccion de metano de 0.023 mM en el ler dia de incubacién, siendo ésta la
Unica produccion en dicha muestra cuando se empled lactato como donador de

electrones (Figuras 20,21, 22 y 23).
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Figura 21. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (2 mM) y

produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.
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Figura 22. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (4 mM) y

produccién de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.
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Figura 23. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (6 mM) y

produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.
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Figura 24. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (8 mM) y

produccion de metano en el lodo anaerobio con propionato como donador de

electrones.
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Experimentos con concentracion de AQDS constante y concentracion de

sulfato variable utilizando acido acético como sustrato

En la Figura 25 se muestra la reduccion de AQDS (2 mM), utilizando acido acético
como fuente de energia, en ausencia de sulfato. Como se puede observar, la
reduccion de AQDS ocurrio6 de manera constante, auque de manera mas lenta
comparado con los otros sustratos. Ademas, se observé una competencia con la

metano génesis por este sustrato.
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Figura 25. Reduccion de AQDS y produccion de metano por el lodo anaerobio

utilizando acido acético como sustrato en ausencia de sulfato.
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Figura 26. Competencia entre la reduccién de sulfato (1 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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En la Figura 26 se muestran los resultados obtenidos de la incubacién del lodo en
presencia de sulfato (1 mM) y AQDS (2 mM). Como se puede observar, la
reduccion de sulfato fue practicamente nula, mientras que la reduccion de AQDS
prevalecio sobre la metanogénesis.

La reduccion de AQDS prevaleciéo sobre el proceso de sulfato-reducciéon auin
cuando la concentracion de sulfato se aumenté en el medio a 2, 4 y 6 mM como se
puede observar en las Figuras 27, 28 y 29. Ademas, la velocidad de reduccion de
AQDS practicamente no se afectd por el aumento en la concentracion de sulfato

en el medio.
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Figura 27. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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Figura 28. Competencia entre la reduccién de sulfato (4 mM), AQDS (2 mM) y

produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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Figura 29. Competencia entre la reduccion de sulfato (6 mM), AQDS (2 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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Experimentos con concentracion de AQDS variable y concentracion de

sulfato constante utilizando acido propidonico como sustrato

En ausencia de AQDS, el lodo anaerobio presenté una baja velocidad de
reduccion de sulfato y alcanzé su mas alta produccion de metano, como puede
observarse en la Figura 30. Unicamente se obtuvo una concentracion de sulfato
reducido de 0.00014mM después de 6 dias de incubacion. De manera paralela, el

metano obtuvo 0.35mM de produccion después del mismo tiempo de incubacion.
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Figura 30. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), y produccién de
metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de electrones, en
ausencia de AQDS.

El incremento en la concentracién de AQDS en el medio propicié que la velocidad
de reduccion de sulfato disminuyera aun mas hasta el punto de inhibir dicho
proceso. Por otra parte, al incrementar la concentracion de AQDS en el medio, se
observd que hubo un leve incremento en la velocidad de reduccion de este
aceptor de electrones. En cuanto al metano, la produccion de este se mantuvo

siempre que la concentracion de AQDS fue igual o menor de 2 mM, al ser dicha
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concentracion mayor, la produccion de metano se inhibe cuando se usa el acetato

como donador de electrones (Figuras 31, 32, 33y 34).
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Figura 31. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (2 mM) y

produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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Figura 32. Competencia entre la reduccién de sulfato (2 mM), AQDS (4 mM) y

produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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Figura 33. Competencia entre la reduccion de sulfato (2 mM), AQDS (6 mM) y
produccion de metano en el lodo anaerobio con acetato como donador de

electrones.
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electrones.
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V.- DISCUSION DE RESULTADOS

Durante los experimentos desarrollados se observo claramente que la
reduccion de quinonas fue el proceso predominante, sin importar el tipo de
sustrato utilizado ni la concentracion de los diferentes aceptores de electrones.
Solamente en algunos experimentos aislados se observé una competencia
entre la reduccién de AQDS y la metanogénesis. Lo anterior concuerda con los
resultados reportados por Cervantes et al. (2000a), quienes concluyeron que
los microorganismos reductores de quinonas son muy abundantes en
diferentes ambientes terrestres y acuaticos. El inoculo utilizado en el presente
estudio fue recolectado de un digestor anaerobio que trataba efluentes de una
fabrica de papel en Holanda. A pesar de que es razonable pensar que los

microorganismos metanogénicos son muy abundantes en el in6culo estudiado,
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los resultados obtenidos pueden ser explicados de la siguiente manera.
Primeramente, la adicibn de AQDS en los cultivos aumenta el potencial de
oxido-reduccién (redox), como lo reportan Cervantes et al. (2000a), lo cual
inhibe el proceso de metanogénesis. Ademas, la reduccidon de AQDS es
termodindmicamente mas favorable que el proceso de metanogénesis. Aunado
a lo anterior, cabe aclarar que algunos microorganismos metanogénicos no
producen metano en presencia de AQDS, pero a su vez reducen este aceptor
de electrones (Cervantes et al. 2002).

Las bacterias reductoras de humus compiten de manera directa con las
arqueobacterias productoras de metano, lo cual se hace evidente debido a
que, mientras mayor es la concentracion de quinonas, menor es la produccién
de metano y viceversa. A pesar de lo anterior, las bacterias productoras de
metano, presentaron una mayor competitividad que las bacterias sulfato —
reductoras, las cuales si bien nunca fue inhibidas por completo, la sulfato -
reduccion fue minima de manera constante a lo largo de todos los

experimentos.

El motivo por el cual la metanogénesis fue mayor que la sulfato reduccion es
debido a que el lodo con el cual se trabajo, proviene de un sistema con bajas
concentraciones de sulfato lo cual no propicid el crecimiento de bacterias
sulfato — reductoras dando paso asi a una mayor proliferacion de bacterias
productoras de metano, lo cual se traduce en una mayor produccion de metano

y una menor reduccién de sulfatos.
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VI .- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacién se pudo
comprobar parcialmente la hipétesis planteada al inicio de la misma, ya que si
bien las bacterias reductoras del humus presentan una mejor accion
competitiva como se plante6 en un inicio, las bacterias productoras de metano
son mas competitivas que las sulfato — reductoras en el indculo estudiado. Por
otra parte, la presencia de bacterias sulfato — reductoras y bacterias
productoras de metano, no afectan de manera significativa las bacterias

reductoras de humus.
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