IMPLEMENTA@ION DE DIFERENTES TECNICAS ANALITICAS PARA LA
DETERMINACION DE BIOMASA BACTERIANA DE CEPAS Pseudomonas
putida BIODEGRADADORAS DE FENOL

LEIDY ROCIO NINO CAMACHO

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Facultad de Ciencias
Escuela de Quimica
2009



IMPLEMENTACION DE DIFERENTES TECNICAS ANALITICAS PARA LA
DETERMINACION DE BIOMASA BACTERIANA DE CEPAS Pseudomonas
putida BIODEGRADADORAS DE FENOL

LEIDY ROCIO NINO CAMACHO
Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de Quimica

Director

Dr. Rodrigo Torres
Bioquimico, Ph.D.

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Facultad de Ciencias
Escuela de Quimica
Grupo de Investigacion en Bioquimica e Ingenieria de Proteinas (GIBIP)
2009



DEDICATORIA

A Dios

A mis padres



AGRADECIMIENTOS
Al profesor Rodrigo Torres, por brindarme la oportunidad de trabajar en su
laboratorio, por su direccibn y orientacion en el desarrollo del trabajo de

investigacion.

Especiales agradecimientos a la Doctora Claudia Ortiz, por sus valiosos aportes y

colaboracion en la realizacion del proyecto.

Al igual que a la Bacteriéloga Anyela Yuliana Lozano, por la gran colaboracion en

la parte experimental del proyecto.

A mis compafieros de laboratorio por el excelente ambiente de trabajo.

A mis amigos y compaiieros Sandra, Mayra, Andrea, Juan Carlos y todos los que

de alguna forma me brindaron su compafiia en esta etapa de vida.

A Asdrubal por su amor y compaifiia.



TABLA DE CONTENIDO

Pg.

INTRODUCCION. ..ottt et et e e ettt e e e e e e e e 1
1. MARCO TEORICO ... .. iiiiiiiit i et et e et e e e e e, 2
0 I =Y T P 2

1.2 Degradacién de fenol mediante procesos bioldgicos.......................... 4

RS I S T=T0 Lo [o] 44 To] o F= LS S OO 8

1.4 Cinéticas de crecimiento bacteriano.............c.ocoviie i 9

1.5 Técnicas para la determinacion de concentracion celular.................. 11

1.5.1 Método directo de conteo de colonias por gota..............cc.eee.... 12

1.5.2 Determinacion de la concentracion proteica celular............... 12

1.5.3 Cuantificacion de ATP por bioluminiscencia........................ 13

1.5.4 Cuantificacion de células bacterianas mediante turbidez....... 14

1.5.5 Determinacion de concentracion celular por peso seco......... 15

2. METODOLOGIA. ...ttt e et e e e e 16
2.1 Cepas UtIliZzadas. .........ouuiiii i e e e 16

2.2 Métodos Analiticos para medicion de Biomasa.............ccoeevieveiennnnn, 17

2.2.1 Recuento de colonias en placa porgota.............c.ocvvevenennnn. 18

2.2.2 Determinacion de concentracion proteica celular................. 19

2.2.3 Cuantificacion de ATP por bioluminiscencia........................ 20

2.2 4 TUIDIAEZ. .. e e e e e e e 20

2.2.5 Determinacion de concentracion celular por peso seco......... 21

2.3 Cinética de crecimiento y biodegradacion de fenol........................... 21

2.4 Medida de FeNOL....... ..o s 23

2.5 Identificacion preliminar de la via metabdlica de biodegradacion de

111 | 23

3. RESULTADOS Y DISCUSION...... ottt i et 25
3.1 ENSay0s PreliminaresS. ..o i it e et e 25

3.1.1 Curvas de calibracion.............coooiii i e 25

3.1.2 Comparacion de los métodos ensayados.............c.ocuvuenennnn 28



3.1.3 Cinética en Medio SINtELICO.........cvvveriiiii i, 30
3.2. Cinéticas de crecimiento bacteriano y biodegradacion de fenol en
MEAIO FBAL. .. ... e e e 31

3.3 Evaluacién de los diferentes métodos para la determinacién de

2 0 = LT 35
3.3.1 Método directo de conteo de colonias por gota............ccceee..... 35
3.3.2 Concentracion de proteinas.........cooeeeiiiiiiiiiieie e, 38
3.3.3 Turbidez, Densidad OptiCa..........cccovviiiiiii i e, 39
3.3.4 Determinacion de biomasa por pes0 SECO..........ccvvevveeneennnn. 39
3.4 Ventajas y Desventajas de los Métodos Ensayados......................... 40

3.5 Determinacion De La Ruta De Biodegradacion Del Fenol con

Pseudomonas putida.............coooeiviiiiiiiiii e 41
4. CONCLUSIONES. .. ..ttt et e e e e e e e e e e e e e ee e 43
5. RECOMENDACIONES. ... et e e e e e e e e e e e 45
6. BIBLIOGRAFIA. .. ..ottt e e e 46

T AN E X O S .. e e 50



LISTA DE FIGURAS

Pg.
Figura 1. Estructura de fenoles contaminantes.............covviiviiiiiie i 3
Figura 2. Rutas metabdlicas de biodegradacion de la molécula de fenol............. 7
Figura 3. PSeudomonas PULIda..........c.oviiieii i e e e e e 8
Figura 4. Fases de crecimiento microbiano.............ooiiiiiiii it i i e, 9

Figura 5. Crecimiento del pool en agar cetrimide exclusivo para Pseudomonas..17

Figura 6. Disefio metodoldgico para la determinacion de biomasa bacteriana.....18

Figura 7. Recuento de colonias en placa por goteo............ccoovviiiiiiiiiinecnnennn. 19
Figura 8. Montaje para las cinéticas de biodegradacion....................cc.coooeeenn. 22
Figura 9. EXtraccion con HeXan0...........o ittt e e e e e e e e 22
Figura 10. Método colorimétrico para medir el sustrato fenol........................... 23
Figura 11. Curva de Calibracién método Bioluminiscente vs Absorbancia.......... 26

Figura 12. Coeficiente de variacion porcentual del peso seco determinado por tres
1203 1 0= 29
Figura 13. Cinética preliminar en medio SINtetiCo.............c.coeii i, 30
Figura 14. Curva estandar relacion entre densidad Optica y unidades formadoras

(0 L= o0 (0] 0 = 31

Figura 15. Planta de tratamiento de aguas residuales, tratamiento biolégico...... 32

Figura 16. Cinética de crecimiento en medioreal..............c.ccoviiiiiiiiiiiin i, 34
Figura 17. Correlacion LogUFC/ml vs Peso Seco (PPM) ...vovvveiveieiiviiiiieieee, 36
Figura 18. Correlacion LogUFC/ml vs Proteinas (ppm) .......cccovvvieviiiiiiennnnnn. 37
Figura 19. Curva relacion entre concentracion de proteinas y peso seco ........... 38
Figura 20. Correlacion lineal entre Turbidez y Peso Seco .............ccccoeievininn.es 39

Figura 21. Medida del metabolito intermediario 2-Hiroximucénico semialdehido (2-
HMS) en la biotransformacion del fenol mediante P.putida.................c.oo v, 41



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.

LISTA DE TABLAS

Pg.
Propiedades Fisicas de algunos compuestos fendlicos contaminantes..13
Métodos para cuantificar proteinas.............coeeeiiiii i 13
Cepas de Pseudomonas PULIda. ......c..oeeeeiiniiinie et e v 16
Datos de correlacion entre URL vs Absorbancia................................26
Resultados extraccion de proteinas...........c.vvvee e iiiiiiiiiieiie e e 28
Resultados eliminacion de interferencias con membranas................... 32
Parametros de crecimiento bacteriano del pool de Pseudomonas putida

enelmedioreal CONTENOL. .. ... e e e e e e e, 35

Tabla 8. Ventajas y desventajas de los métodos para la determinacion de

Biomasa



LISTA DE ANEXOS

Pg.
Anexo A 1. Calibracion Del Método de Bradford............coooeeoioeiiiciiieian, 50
Anexo A. 2 Calibracion determinacion de fenol con el método colorimétrico de la
A-amiNOaNtiPINTING. .. ... e e e e e e 50
Anexo B.1 Curva de Calibracién Peso Seco con Densidad Optica.................. 51

Anexo B. 2 Curva de calibracion concentracion de proteinas con densidad

Anexo C. 1 Resultados de la cinética de biodegradacion de fenol en medio
LS 1] (=3 1[0 J PP 52

Anexo C. 2 Resultados de la cinética de biodegradacion de fenol en medio real



IMPLEMENTACION DE DIFERENTES TECNICAS ANALITICAS PARA LA
DETERMINACION DE BIOMASA BACTERIANA DE CEPAS Pseudomonas
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PALABRAS CLAVES:

Cuantificacion de biomasa, Crecimiento microbiano, Degradacién de fenol, Pseudomonas putida.

RESUMEN

La descarga de residuos contaminantes, producto de la actividad industrial, a los ecosistemas
acuaticos ha generado una problematica ambiental, debida a la toxicidad elevada de algunas
sustancias. En particular, ha sido encontrado que el fenol, ain a concentraciones bajas, presenta
un indice alto de contaminacion. Esta situacion ha incentivado el desarrollo tecnologias que
permiten la eliminacion de dicho hidrocarburo y de sus derivados, de los cuerpos de agua. Siendo
el tratamiento biolégico con cepas especializadas, tales como las Pseudomonas putida, es una las

técnicas mas utilizadas en las plantas de tratamiento de aguas residuales fendlicas.

Este estudio tuvo por objeto la implementacién de diversas metodologias, conducentes a la
cuantificacion de biomasa en unidad de concentracion celular de cepas de un pool de
Pseudomonas putida, empleadas en refinerias de petréleo en Colombia, utilizadas en la
biodegradacion de fenol. Las técnicas utilizadas para dicho propdsitos fueron: Densitometria,
cuantificaciéon de proteinas celulares, cuantificacion de biomasa seca (peso seco) y ATP por
bioluminiscencia. Estas fueron correlacionadas una con otra, y con el método microbiologico de
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Como resultado, se encontré correlaciones
superiores al 98% (r>0.98), que comparadas con el método directo, actualmente empleado en las

refinerias de Barrancabermeja y Cartagena de Indias, muestra una eficiencia mayor.

*Proyecto de grado
** Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Quimica. Director Rodrigo Torres.



IMPLEMENTATION OF DIFFERENT ANALYTICAL TECHNIQUES FOR
DETERMINING BACTERIAL BIOMASS OF STRAINS Pseudomonas putida IN
THE BIODEGRADATION OF PHENOL*

Nifio Leidy R., Torres Rodrigo*’
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ABSTRACT

The discharge of polluting waste, product of industrial activity, on aquatic ecosystems has
generated environmental problems, due to the high toxicity of some substances. In particular, it has
been found that phenol, even at low concentrations, has a high rate of contamination. This situation
has encouraged the development technologies that allow the removal of that hydrocarbon and its
derivatives, of the water's bodies. Being the biological treatment with specialized strains such as

Pseudomonas putida, is a most commonly used techniques.

This study was aimed at the implementation of different methodologies, leading to the quantification
of biomass concentration unit cell of a pool of strains of Pseudomonas putida, used in oil refineries
in Colombia, used in the biodegradation of phenol. The techniques used for such purposes were:
Densitometry quantification of cellular proteins, quantification of dry biomass (dry weight) and ATP
bioluminescence. These were correlated with each other, and with the microbiological method of
colony forming units per milliliter (CFU / ml). As a result, found over 98% correlation (r> 0.98), which
compared with the direct method, currently employed at the refinery Barracambermeja and

Cartagena de Indias, shows a higher efficiency.

’ Proyecto de grado
** Facultad de Ciencias Bésicas. Escuela de Quimica. Director Rodrigo Torres.



INTRODUCCION

En la actualidad, el aumento de la descarga de residuos contaminantes generados
por la actividad industrial es uno de los mayores problemas de contaminacién
ambiental. Existen diversos tipos de compuestos contaminantes, entre los cuales
se encuentran los compuestos fendlicos, que por su toxicidad y carga
contaminante, generan graves problemas ambientales en los ecosistemas
acuaticos. Es por esta razon, que existe la necesidad de tratar estas aguas
contaminadas antes de que sean vertidas a los cuerpos de aguas naturales,
siendo el tratamiento biologico la forma mas econdmica y eficaz para degradar
estos compuestos aromaticos, donde bacterias tales como Pseudomonas putida,
pueden biotransformarlos y utilizarlos como sustrato para su crecimiento

microbiano.

Por otro lado, debido a la gran complejidad de los componentes presentes en las
aguas contaminadas, es importante contar con métodos adecuados y practicos a
nivel industrial, que permitan la cuantificacion de diversos compuestos, entre ellos,
la biomasa celular, que entre otros aspectos, permiten la validacion de modelos
matematicos y cinéticos desarrollados para la descripcion del crecimiento celular y
biodegradacion de fenol. Como parte de la etapa de validacion de un modelo
matematico (Martinez M? A. et al, 2008) y la implementacion de nuevos métodos
mas practicos que el método microbioldgico usado actualmente, la siguiente
investigacion tiene el propdsito de estudiar la cuantificacion de biomasa a partir del
ensayo de diferentes métodos, tales como: peso seco, densidad Optica,
cuantificacion del contenido proteico y la produccion metabdlica de ATP por

bioluminiscencia.



1. MARCO TEORICO

1.1 El fenol

Los fenoles son compuestos aromaticos que contienen grupos hidroxilo ligados
directamente al anillo aromatico y se clasifican en monohidroxilicos, dihidroxilicos,
trihidroxilicos, dependiendo del nimero de grupos hidroxilo que contenga el anillo.
Los fenoles, como los alcoholes, contienen el grupo -OH, teniendo estas familias
algunas caracteristicas semejantes. Sin embargo, tanto en la preparacion como en
las propiedades, estos compuestos son bastante diferentes, y es necesario
clasificarlos en distintas familias. Los fenoles son mucho méas &cidos que los
alcoholes y la consecuencia practica de esta acidez es que los fenoles son
solubles en hidroxido de sodio acuoso diluido. De este modo, con frecuencia es
posible separar un componente fenélico de una mezcla de compuestos por medio
de una simple extraccién con disolvente acuoso basico y posterior reacidificacion.
Los fenoles mas sencillos son liquidos o sélidos de bajo punto de fusion, pero con
puntos de ebullicibn bastante elevados, debido a la formacion de puentes de

hidrogeno intermolecular (Silva, 2000).

La presencia de compuestos fendlicos en el medio ambiente es consecuencia, en
gran parte, de procesos industriales y agricolas. El fenol se utiliza principalmente
en la produccion de resinas fendlicas. También se utiliza en la manufacturacion del
bisfenol A y la caprolactama; el bisfenol A es usado para producir resinas epéxicas
y la caprolactama para la produccion de nylon y otras fibras sintéticas. El fenol es
muy utilizado en la industria quimica, farmacéutica y clinica como un potente
fungicida, bactericida, antiséptico y desinfectante, asi como también para producir
agroquimicos y policarbonatos, entre otros (Sullivan y Krieger, 2001). La estructura
y abreviatura de los principales fenoles contaminantes se presentan en la figura 1,

y las respectivas propiedades fisicas se resumen en la tabla 1 (Silva, 2000).
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Figura 1. Estructura de fenoles contaminantes.

Las concentraciones naturales de compuestos fenolicos son usualmente inferiores
a 0.002 mg/l. En rellenos sanitarios, su concentracion total puede ser préxima a
los 20 mg/l, pero en aguas industriales provenientes de la refinacion del petroleo
las concentraciones pueden variar desde (5- 500 ppm) (Monteiro et all, 2000). El
fenol no es muy volatil, por lo tanto sus efectos tdéxicos se dan cominmente de
forma oral y dérmica. Son considerados contaminantes prioritarios debido a la
importancia que tienen en la salud humana, asi como su posible presencia en
aguas, suelos y alimentos, lo cual hace que las cantidades maximas de fenoles
estén reguladas por la legislacion de cada pais. Debido a esto, la ley de gestion

ambiental para la prevenciébn y control de la contaminacibn ambiental en



Colombia, establece entre los criterios de calidad para la preservacion de la flora 'y
fauna en aguas dulces, frias o célidas, aguas marinas y de estuario, un limite
maximo permisible para fenoles de 0.001lmg /L y para clorofenoles de 0.5 mg/L
(NCA, 1993).

Tabla 1. Propiedades Fisicas de compuestos fendélicos contaminantes.

Compuesto Peso Puntode Punto de Densidad Solubilidad
Molecular  Fusién, Ebullicién, Relativa en agua, %
°C °C (P/p)
F 94,11 43,0 181,7 1,0722(20°C) 6.6
2-CF 128,56 9,0 174,9 1,2634(20°C) 0,1
2,4-DCF 163,00 45,0 210,0 - P.S.
2,4,6-TCF 197,45 69,5 246,0 1,490(35°C) P.S.
PCF 266,34 191,0 310,0 1,978(22°C)  20-25 mg/L
2-NF 139,11 45,3-45,7 216,0 1,2942(40°C) 0,108
114,9-
4-NF 139,11 1156 279,0 (S,D) 1,4790(20°C) 1,16
4,6-DN-
SME 198,13 83,0-85,0 - - 128mg/L

P.S.=Poco soluble
S=Sublima
D=Descompone

1.2 Degradacion de fenol mediante procesos bioldgicos

En los dltimos afos, los procesos bioldégicos han mostrado mayor utilidad que los
procesos fisico-quimicos para la eliminacién de compuestos persistentes en el
medio ambiente, debido a que son una forma econémica de eliminar los
compuestos contaminantes, consumen menos energia, ofrecen posibilidades de
reciclaje y son mas especificos. En las aguas residuales supone la remocion de
contaminantes mediante actividad biolégica. Esta se puede aprovechar para
eliminar sustancias orgénicas biodegradables, coloidales o disueltas del agua

residual, mediante su conversién en gases que escapan a la atmosfera y en
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biomasa extraible mediante sedimentacion. Por lo tanto, puede afirmarse
entonces, que la forma més viable para la remocion de fenol es el tratamiento
bioldgico, donde un grupo de microorganismos especializados y en condiciones
Optimas es capaz de crecer y utilizar como Unica fuente de carbono este

compuesto aromatico.

Existen tres grupos principales de procesos biol6gicos (Romero, 2004);

= Procesos aerobios: Donde el tratamiento se efectia en presencia de
oxigeno.

» Procesos anoxicos: Se lleva a cabo la remocion de nitrdgeno mediante la
conversion de nitrato en nitrégeno gaseoso, en ausencia de oxigeno. Es
también conocido como desnitrificacion anaerobia.

» Procesos anaerobios: Son aquellos en los cuales el tratamiento biol6gico

ocurre a muy bajas concentraciones de oxigeno.

El proceso estudiado en este caso es el aerobio, debido a que las bacterias
utilizadas en esta investigacion, las Pseudomonas sp., son estrictamente
aerObicas. La oxidacion organica se lleva a cabo como una remocion de
electrones o atomos de hidrogeno de las moléculas organicas; en este caso, de la
molécula de fenol. En las oxidaciones bioldgicas, el oxigeno actia como un
aceptor final de electrones y es reducido a agua, mientras que los donantes

organicos e inorganicos de electrones son oxidados a CO..

Materia organica + bacterias aerobias + O; —> H,O + CO, +Energia +

biomasa

Las enzimas implicadas en el metabolismo son principalmente tres: las
oxigenasas, que catalizan la incorporacion de un atomo de oxigeno a un sustrato,
las di-oxigenasas, que catalizan la insercién de dos atomos de oxigeno dentro del

sustrato Unico, y las oxidasas, que transfieren dos electrones desde el compuesto



dador al oxigeno, formandose habitualmente peréxido de hidrégeno (H20,) (Devlin
y Daban, 1999).

Existen dos pasos al inicio de las rutas degradativas en condiciones aerobias que
son comunes a todos los compuestos aromaticos. El primer paso es la
hidroxilacion del anillo aromatico. En esta etapa la bacteria emplea una
dioxigenasa para catalizar la incorporacién simultanea de dos atomos de oxigeno
procedentes de una molécula de oxigeno en el anillo aroméatico. Para el caso de la
molécula de fenol que ya contiene un grupo hidroxilo, la enzima que primero actda
es la fenol hidroxilasa, la cual es mono-oxigenasa y cataliza la insercion de sélo
uno de los atomos del oxigeno molecular en el anillo. El segundo paso es la
escision del anillo bencénico. Se conocen dos tipos de escision para que estos
compuestos aromaticos transformen su estructura cerrada en abierta: la escision
orto (fisién intra-diol) 6 la escision meta (fision extra-diol). Los productos finales de
ambas rutas son moléculas que pueden entrar en el metabolismo central de la

bacteria mediante el ciclo de Krebs (Figura 2) (Glazer y Nikaido, 1998).

Estudios anteriores han demostrado que la degradacién de la molécula de fenol se
da preferiblemente por la escision via meta por la accion de la enzima Catecol-2-
hidrogenasa que conduce a la formacion del metabolito intermediario
semialdehido 2-hidroximucénico que entra facilmente al ciclo de Krebs para ser
oxidado completamente a CO, (Suarez, 1993; Sahar, 2006).

La actividad metabdlica depende de muchos factores ambientales, es decir, de las
condiciones de vida de cada especie. Por esto, es necesario definir factores como;
temperatura, pH, nutrientes, y agitacion, entre otros, que pueden inhibir el
desarrollo metabolico de la especie. Los factores mas importantes en la actividad
metabdlica de las Pseudumonas putida, son la concentracion de oxigeno disuelto,
aproximadamente de 1mg/L, la temperatura de crecimiento 6ptimo; entre 25-40°C
(mesodfilas), y el pH del medio; entre 6,5y 8,5, aproximadamente (Martinez M? A.
et al, 2008).
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Figura 2. Rutas metabdlicas de biodegradacion de la molécula de fenol.



1.3 Pseudomonas

Las Pseudomonas son bacterias en forma de bacilos que presentan versatilidad
metabdlica en diversos ambientes y en los Ultimos afios han sido objeto de estudio
para diferentes campos. Las Pseudomonas se dividen en diferentes especies, se
encuentran normalmente en el suelo, aunque pueden ser patbgenos oportunistas
en animales (Ps. aeruginosa) y patdgenos de plantas (Ps. syringae). Cada especie
presenta preferencias por compuestos especificos, asi por ejemplo, las
Pseudomonas fluorescens, son altamente especializadas para la remocion de
cianuro en presencia de glucosa (Gil y Giraldo, 2005), mientras que las
Pseudomonas putida, son facilmente adaptables a ambientes con compuestos de
origen aromatico. Es por ello que estas bacterias son de gran interés ambiental,
debido a la facilidad que presentan al biodegradar diferentes compuestos

organicos toxicos (Loh y Cao, 2008).

ol ¥ 2
Figura 3. Pseudomonas putida’

Las P.putida son bacilos Gram Negativos, rectos o curvados sin esporas, moviles
con flagelos polares, pertenecientes a la familia Pseudomonaceae; son
organismos aerobios sin metabolismo fermentativo. Su diametro se encuentra
entre 0.7-0.8 um y su longitud entre 1-2 um. Dentro de esta especie, no se conoce
ninguna cepa que sea patégena de plantas o animales. Esto hace que
actualmente se esté explotando como alternativa para la biodegradacion de
compuestos contaminantes debido a la facilidad de crecer entre diferentes
hidrocarburos aromaticos: benceno, tolueno, fenol, entre otros. Lo anterior

convierte a las P. putida en una especie facilmente adaptable para la remocion de

* Figura tomada de: www.nadidem.net
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un compuesto organico, especialmente cuando este se encuentra como Unica
fuente de carbono en un medio de cultivo (Reardon, Mosteller y Bull, 2000; Kulkarni
y Chaudhari, 2006).

1.4 Cinéticas de crecimiento bacteriano

El crecimiento y reproduccion de las bacterias ocurre a medida que los nutrientes
son procesados e incorporados como nuevo material a la célula. ElI proceso
reproductivo de la célula es mediante la subdivision en dos células descendientes,
proceso conocido como fisibn binaria y que es caracteristico del crecimiento
bacteriano. Las poblaciones bacterianas pueden alcanzar altas densidades
celulares. El crecimiento de una poblacién bacteriana se compone de una serie de
fases. En la figura 4 se muestran las cuatro etapas de un crecimiento microbiano

tipico.

Lag  |Exponencisl Eztacionatia Muette

b= oo

}

log Mo bacterias

:
|
;

Tiempa (h
Figura 4. Fases de crecimiento microbiano

Durante la primera de ellas, la fase Lag, de adaptacién o latencia, las células se
ajustan a su nuevo ambiente. Ellas pueden tener deficiencias en ciertas enzimas y
coenzimas por lo que durante esta etapa se produce la sintesis de estos
materiales. Al final de esta etapa se entra a la fase exponencial, en la cual la
poblacion se duplica a intervalos regulares. Este es el periodo de mas rapido

crecimiento bajo condiciones Optimas. Cuando el numero de células que son
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producidas iguala al numero de células que mueren, se establece un equilibrio
dinamico en el cual no existe un mayor crecimiento. Esta etapa se denomina fase
estacionaria y se debe a un agotamiento de algun nutriente. La fase de muerte se
alcanza cuando la tasa de destruccidén supera la tasa de crecimiento. (Madigan,
Martinko, Brock, 2003).

En la fase exponencial se presenta un periodo de balance durante el cual la
velocidad especifica de crecimiento es constante. Durante la fase exponencial es
posible calcular la velocidad especifica de crecimiento (), la cual es una constante
de proporcionalidad que relaciona la velocidad de crecimiento de cualquier
componente celular determinado con la cantidad de ese componente en
crecimiento celular. Ademas, las células individuales se duplican a una tasa
caracteristica para cada organismo. Este intervalo de tiempo se conoce como el
tiempo de generacién y esta relacionado directamente con la velocidad de
crecimiento exponencial.
Velocidad de aumento de las células = K (nimero de individuos 6 masa de

células)

N

oN _ AX _ s z_,
dt

kN = = —~== 1
dt dit @)

N= Namero de Individuos, X= Biomasa, Z= Cantidad de cualquier componente
celular
Mediante la integracion de las ecuaciones diferenciales antes mencionadas, se
obtienen formas mas utiles en la practica:
INZ-1InZ, = p(t—t,) (2)

logZ —logZ, =ﬁ(t—to) 3)

4 logZ-logZ,

= 4
2,303 t—t, )
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El valor de la velocidad de crecimiento maxima ( Umax ) S€ obtiene a partir de la
pendiente maxima de la curva de crecimiento del microorganismo, la biomasa
bacteriana al final ( X¢) es la obtenida al terminar la fase logaritmica, y el tiempo de
duplicacién promedio o de generacion, igual al tiempo necesario para que todos
los componentes del cultivo aumenten en un factor de 2, se determina mediante la

ecuacion 5 (Stanier, 1996).

La biodegradacion del fenol y algunos de sus derivados mediante diferentes tipos
de microorganismos, han sido objeto de estudio durante los ultimos afos.
Diferentes autores han descrito el comportamiento cinético bajo diferentes
condiciones de variables de proceso, mostrando que la cinética de crecimiento es
esencial para entender la capacidad de biodegradacion de los microorganismos en
las condiciones de operacion adecuadas (Martinez et al, 2008; Kulkarni y
Chaudhari, 2006; Kumar A. et al, 2005; Ojumu et al, 2004; Monteiro et al, 2000).

1.5 Técnicas para la determinacion de concentracion celular

La medicion de la concentracién de biomasa es factor importante en procesos
biotecnolégicos donde se produce un crecimiento poblacional de
microorganismos. Los procesos mas estudiados son la fermentacion y la
biodegradacion de sustancias téxicas (Sinclair y Kristiansen, 1987). Para la
determinacion del crecimiento de una poblacién microbiana existen diferentes
meétodos, los cuales se clasifican como métodos directos y métodos indirectos. En
cualquiera de las circunstancias se evalla que los componentes aumenten en una
misma proporcion por unidad de tiempo. Entre los primeros, los mas conocidos
son el recuento directo del numero de células al microscopio y el recuento de
unidades formadoras de colonias en placa (UFC), siendo este ultimo el mas usado
a nivel de laboratorio de microbiologia, y por lo tanto, escogido como método
directo para desarrollar la comparacion con los métodos indirectos o de medicion

directa de la masa del cultivo ensayados.
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1.5.1 Método directo de conteo de colonias por gota

El recuento de microorganismos aerobios se basa en el conteo de células viables
en una muestra, capaces de formar colonias sobre un medio solido adecuado. En
este procedimiento se supone que cada célula viable puede formar una colonia. El
recuento de unidades formadoras de colonias en placa (UFC/ml) tiene algunas
ventajas frente al método convencional de recuento en placa, tales como la
optimizacién del medio de cultivo, gasto menor de reactivos y tiempo en su
realizacion, buena distribucion de muestras en la gota, conteo de colonias mas
rapido y preciso (Madigan, Martinko, Brock, 2003). Es importante que el nimero
de colonias que aparezcan en la placa no sea demasiado grande, pues algunas
colonias se podrian fusionar dando estimaciones erréneas. También es importante
gue el numero de colonias no sea bajo para que el célculo sea estadisticamente
significativo. En la préactica, el nUmero de colonias oscila entre 10 y 30. Para
obtener el niumero apropiado de colonias se emplea una serie de diluciones
seriadas de la muestra (MPT, 2007).

Sin embargo, el andlisis microbiolégico presenta varias limitaciones. Algunas de
ellas son: el tiempo necesario para la obtencion de resultados, la necesidad de
utilizar medios selectivos vy las unidades no aplicables a las ecuaciones de
modelos matematicos. Tales limitaciones han impulsado el desarrollo de métodos
mas rapidos que permitan la obtencion de resultados en menores tiempos
(Agatangelo, 2007).

1.5.2 Determinacioén de la concentracion proteica celular

Entre las técnicas indirectas para medir biomasa, se encuentra la determinacién
de un componente caracteristico que esté asociado con la concentracion celular
del cultivo, como es la determinacion de peptidoglicano, ADN, ARN o proteinas.
Suele usarse en bacterias que forman grumos no dispersables, aquellas que
crecen en filamentos o presentan otras dificultades para su conteo o medicion

como la determinacién en ambientes naturales.
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La cuantificacion de proteinas se realiza de forma préctica con métodos
colorimétricos, algunos de los mas usados son: el método de Biuret, Lowry y
Bradford. En la tabla 2 se describen algunas caracteristicas de cada uno de ellos
(Okutucu et al, 2007). Debido a la baja sensibilidad de Biuret y a la interferencia
gue presenta con el fenol el método de Lowry, no son recomendados para realizar
esta determinacion. Por lo tanto, el método de Bradford pareciera ser el mas
adecuado para la cuantificacion de proteinas como concentracién celular

(Bradford, 1976).
Tabla 2. Métodos para cuantificar proteinas

Biuret Bradford Lowry

550 nm 595nm 500nm
Pocas Pocas Muchas
interferencias | interferencias | interferencias
Baja Alta Mediana
sensibilidad |sensibilidad,10- | sensibilidad,
0.25-200mg | 100ug 0.001-1mg

La cuantificacion de proteinas ha sido usada como medida de crecimiento
microbiano durante fermentaciones en estado sélido con Aspergillus niger con el
método de Lowry, mostrando buena correlacién con el peso seco de los hongos
(Abd et al, 2008). Carrillo y colaboradores (2004) usaron la concentracion de
proteinas como medida indirecta de biomasa en la biodegradacion de DDT por
una mezcla de cepas de los géneros de Pseudomonas, Neisseria, Moxarella y

Acinetobacter.

1.5.3 Cuantificacion de ATP por bioluminiscencia

El Adenosin Trifosfato (ATP) es una sustancia que esta contenida tipicamente en
la biomasa de origen animal, vegetal y microbiano. La cuantificacion especifica
del ATP mediante bioluminiscencia, determina directamente la presencia de
material bioldgico en superficies, en liquidos u otras muestras. Por lo tanto, puede
ser usado como indicativo directo de la cantidad de un microorganismo especifico

en estudios de crecimiento bacteriano. Esta técnica consiste en la reaccion del
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ATP con la luciferina en presencia de la enzima luciferasa, presente en las
luciérnagas (Roméan, 2006).
ATP + reactivo luciferina/luciferasa——> AMP + PP + luz

Se puede determinar exactamente la cantidad de ATP presente en una muestra
biolégica mediante la mediciéon precisa de la luz producida en esta reaccion,
permitiendo la deteccion rapida, sensible y especifica, comparado al método de
recuento en placa que depende de la produccion de biomasa visible.

La cantidad de ATP puede ser usada como control microbiolégico en las industrias
de alimentos, como indicador de la cantidad de material biolégico sobre las
superficies en contacto con los alimentos y como controles de higiene en otros
campos donde sea primordial proporcionar una medida del estado de limpieza y
de la eficiencia de los procesos de higiene (Burgos et al, 2002; Larson® et al,
2003).

1.5.4 Cuantificacion de células bacterianas mediante la medida indirecta de
turbidez

La turbidez se presenta en una muestra porque las células presentes alli
dispersan la luz que atraviesa la solucion. A mayor numero de células presentes,
habra mayor dispersion de la luz y por lo tanto habra un aumento de la turbidez.
La turbidez puede medirse con un fotdbmetro (nefelometro), o con un
espectrofotometro, siendo sus unidades fotométricas, el Klett y la densidad optica
(DO), respectivamente. Los métodos de dispersion de la luz son las técnicas mas
utilizadas para monitorear el crecimiento de los cultivos bacterianos. Son
herramientas Utiles y poderosas, pero presentan respuesta lineal solo en intervalos
cortos (Aquiahuatl y Pérez, 2004; Madigan, 2003).

La absorbancia se define como el logaritmo decimal del cociente entre la
intensidad de la luz incidente sobre la suspension ( lp) y la luz trasmitida por la
suspension (1) (Agatangelo, 2007).

A log(ly)
D)
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El crecimiento bacteriano puede relacionarse con la turbidimetria por el aumento
de la turbidez del medio. Algunos autores enfatizaron las limitaciones de este
meétodo, debido a que solo puede usarse como método comparativo y no para
predecir recuentos viables. Para estimar el nUmero de microorganismos totales o
el nimero de microorganismos viables de una suspensién bacteriana debe
realizarse una curva de calibracién con cada tipo de microorganismo, solo de esta
forma es posible relacionar absorbancia (Densidad Optica) con el nimero de

microorganismos totales o con UFC/ml (Begot et al, 1996).

1.5.5 Determinacion de concentracion celular por peso seco

La determinacion de peso seco es una medida directa de crecimiento microbiano y
suele representar el 20% de los valores de peso humedo, este porcentaje es
aceptado como estandar para la mayoria de bacterias. Sin embargo, en 1984
Bratbak y Dundas encontraron que el contenido de materia seca en las bacterias
puede ser dos veces mayor que el valor estdndar. Estas diferencias se deben
principalmente a que no se hacen las correcciones adecuadas para el contenido
de agua intercelular. Usaron tres diferentes cepas bacterianas y determinaron que
el peso seco de las células varia entre el 31 y el 57%. Para las Pseudomonas sp,
el peso seco de las células es aproximadamente el 48% del contenido total del
pellet inicial (Bratbak y Dundas, 1984). Lo cual sugiere que la norma no es tan

aceptable ya que varia mucho para cada microorganismo.

El peso seco de las células bacterianas que se encuentran en una suspension se
obtiene por el secado de un volumen a una determinada temperatura hasta peso
constante. Esta técnica es Util para grandes volimenes de muestra, debido a que
diferencias del orden de los miligramos representan el peso de un gran nimero de
bacterias.

La desventaja de este método es que componentes volatiles de la célula pueden
perderse por el secado. Ademas, la muestra seca puede recobrar humedad
durante el pesado, principalmente si el ambiente tiene una humedad relativamente
alta (Madigan, 2003).
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2. METODOLOGIA
2.1 Cepas utilizadas

Los estudios se llevaron a cabo utilizando una mezcla de tres cepas diferentes de
P. putida, adaptadas sin modificacion genética. La mezcla de las cepas en el
medio de cultivo fue aportada por el grupo ambiental del ICP-ECOPETROL.

Las especificaciones de cada cepa se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas de Pseudomonas putida

P. putida Especificaciones
ICP-16 P. putida Biotipo B1. Aislada en 1993
Piocianina (-) Fluoresceina (+)
Medio de Conservacion: Nitrégeno Liquido
liofilizado, a -80°C.

Cocobacilos Gram (-), colonia grande en agar
cetrimide amarillo verdosa
Degradacion Fenol: 100 %

ICP-18 P. putida Biotipo B2. Aislada en 1991
Piocianina (-) Fluoresceina (+)
Medio de Conservacion: Nitrogeno Liquido
liofilizado, a -80°C.

Colonias puntiuniformes en agar cetrimide

Degradacion Fenol: 99,8 %

ICP-21 P. putida Biotipo Al. Aislada en 1998
Piocianina (-) Fluoresceina (+)

Medio de Conservacion: Nitrégeno Liquido
liofilizado, a -80°C.
Colonia pequefia amarillo verdosa
Degradacion Fenol: 98,6 %

El medio de cultivo liquido utilizado para su crecimiento es un Medio Basal Salino
(MBS), compuesto por: NaCl, 0.3 g/L; (NH4).SO,4, 0.6 g/L; KoHPO,4, 0.75 g/L;
KH,POy4, 0.25 g/L; MgSOy, 0.15 g/L; KNO3, 0.6 g/L, y Fenol 0.1% (1 mg/l) (MPT,
2001).
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Figura 5. Crecimiento del pool en agar cetrimide exclusivo para Pseudomonas.

2.2 Métodos analiticos para medicion de Biomasa

La determinacion de biomasa bacteriana se inicio con la elaboracion de curvas de
calibracion con cada uno de los métodos analiticos ensayados. Los métodos
fueron probados en cinéticas de biodegradacién de fenol en medio sintético y en
ambiente real con agua de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
de ECOPETROL-Barrancabermeja. Para realizar las pruebas con el agua de la
PTAR fue necesario eliminar interferencias persistentes después de tratamientos
primarios, como restos de hidrocarburos; con este propdsito, se realizaron
tratamientos previos a la muestra mediante técnicas de filtracion con dos
membranas de tamafo de poro diferente, donde una membrana de tamafio de
poro 12 ym actuaba como prefiltro y otra de menor tamafio de poro de 5 pm
eliminaria las interferencias menores. Por otro lado, se ensayo0 la separacion de
interferencias con solventes, con n-Hexano y con diclorometano. Luego de
algunos ensayos se escogio la extraccion por solventes como la técnica adecuada

para la preparacion de la muestra.

La determinacién de biomasa en las cinéticas se realiz6 mediante el esquema de

la Figura 6.
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Caldo de Bacterias

UFC/ml ATP Bioluminiscencia
Concentracion Celular (RLU)
Densidad Optica Bradford
Absorbancia | |
600nm Peso Seco Proteinas
| [
Diferencia de Lisis bacteriana
pesos (ppm) |
Bradford (ppm)

Figura 6. Disefio metodoldgico para la determinacién de biomasa bacteriana

2.2.1 Recuento de colonias en placa por goteo

En la microbiologia, la esterilizacion juega un papel muy importante en la
eliminacién de microorganismos presentes en el ambiente, que pueden competir
con el microorganismo en estudio y contaminar la muestra. Por tanto, es
necesario previamente esterilizar los medios de cultivo a 15 libras de presion por
15 minutos y todos los materiales con que se trabajara en los cultivos: solucion de
agar, tubos eppendorf, agua, puntas de micropipetas, etc.

Para el recuento de colonias se siguio el procedimiento que realiza actualmente el
ICP (MPT, 2001). Este método consiste en tomar 1 ml de la muestra original, de la
cual se hacen diluciones de 1 ml de 10' hasta 10° o 10’ dependiendo de la
concentracion inicial del caldo. A cada tubo se le agregan 900 pl de agua y se
pasan 100 pl de la muestra previamente agitada al primer tubo, obteniendo una
dilucién de 10. Este procedimiento se repite hasta la dilucién 10° (Figura 7). De
cada dilucién se toman 20ul y se

siembran en agar Cetrimide selectivo para Pseudomonas, por triplicado. Luego se
incuban a 32°C por 24 horas en una estufa de cultivo. Finalmente, se cuentan las
colonias presentes en las gotas, multiplicando por el factor de dilucion, con el fin
de obtener el recuento de unidades formadoras de colonias en 1ml de muestra
(UFC/ml).
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Figura 7. Recuento de colonias en placa por goteo.

2.2.2 Determinacién de concentracion proteica

Para la obtencion de proteinas celulares en solucion fue necesario un método de
rompimiento o lisis celular. La lisis se realiz6 mediante tres técnicas diferentes:
sonicacion, rompimiento celular con un buffer de lisis (Tris base 40 mM, Urea 7M,
Tiourea 2M, CHAPS 4% P/V, PMSF 1 mM) e hidrdlisis basica (20% NaOH). Entre
las anteriores, se selecciond la forma mas eficaz y econdmica para la extraccion
de proteinas: La obtencién de las proteinas se realizé mediante hidrdlisis basica
(Stickland, 1951), en donde se toman 500uL de muestra en un tubo de ensayo y
se adicionan 90uL de NaOH al 20%. A continuacion, se coloca en un bafio de
ebullicion durante 5 minutos y después de estar a temperatura ambiente se lleva a
centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos.

El método de Bradford (1976) consiste en la union de un colorante, el azul de
Comassie G-250 a las proteinas. El colorante en solucion acida existe en dos

formas, una azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar
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un complejo proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor que el
colorante libre.

La curva de calibracion se elabor6 a partir de una solucion patrén de albumina de
1 mg/ml mediante una serie de diluciones con diferentes concentraciones (0.01-
1mg/ml). De cada una se tomaron 50 yl que se mezclaron con 2.5 ml del reactivo
Bradford. Después de 3 minutos, se midio la absorbancia de la mezcla a una
longitud de onda de 595nm.

Ahora bien, para la determinacion de proteinas fue necesaria la concentracion
celular de un cultivo cargado de bacterias (10° bacterias). Para ello, se procedié de
la siguiente forma: inicialmente, se tom6 30 mL de cultivo de Pseudomonas putida
en tubos tipo Falcén 45 conico, se centrifugd a 10000 rpm durante 20 minutos en
centrifuga Thermo IEC CL31R. Posteriormente, se retir6 el sobrenadante y se
lavaron los sedimentos celulares con agua destilada. Por ultimo, los sdlidos
celulares fueron resuspendidos en agua destilada hasta un volumen final de 5mL,;
de éstos, se destinaron 4mL para realizar el peso seco y 500uL para determinar la
concentracion de proteinas. Finalmente, los valores obtenidos son multiplicados
por el factor de concentracion y asi se halla la cantidad de proteinas en la muestra

inicial.

2.2.3 Cuantificacion de ATP por bioluminiscencia asociado a la biomasa

La medida de ATP se realiza directamente del equipo HY-LITE 2 en unidades
relativas de luz (URL), la radiacion bioluminiscente proveniente de los esferos de
reaccion. La cantidad de ATP proporciona una estimaciéon del numero de
bacterias presentes en la muestra. Usando un reactivo estandar analitico se

realiza la calibracién correspondiente al equipo (Manual HyLite?, 2004).

2.2.4 Turbidez

La densidad optica del medio se midi6 en un espectrofotometro Spectronic® 20
Genesys™ a 600 nm. En la cinética de medio real se logré monitorear el proceso
por la absorbancia de la muestra después de realizar la extraccion con hexano.

Como blanco se tomo el agua real sin inéculo y con extraccion con hexano.
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2.2.5 Determinacién de concentracion celular por peso seco

La determinacion se realiz6 en diferentes cajas de aluminio debidamente
marcadas. Mediante la diferencia de pesos de las cajas vacias y calcinadas a
150°C por 12 horas y los pesos después de la resuspension bacteriana de 4 ml
del cultivo concentrado y secadas a la misma temperatura y tiempo. Los
resultados son multiplicados por un factor de concentracion para obtener el valor

en la muestra inicial.

2.3 Cinética de crecimiento y biodegradacion de fenol

Las cinéticas en medio sintético y medio real se realizaron en sistemas
discontinuos (batch), teniendo en cuenta las variables Optimas de operacion
encontradas en campo (Martinez, 2008); las Pseudomonas son mesofilas y tiene
un crecimiento optimo entre 25-40°C, por lo tanto se trabajé a temperatura
ambiente. El rango de pH adecuado puede variar entre 6,5 y 8,5 el cual se
control6 con buffer fosfato de pH 7. En la cinética de medio sintético, se trabajo
con fenol reactivo con concentracién inicial de fenol de 50 ppm. Posteriormente,
se inocul6 al 10 % (v/v) con la mezcla de cepas bacterianas de P. putida (10®
bacterias) y se trabajé con un flujo de oxigeno en exceso para asegurar la
maxima biodegradacion (Figura 8).

Se partié de un volumen de 400 ml y se tomaron medidas cada dos horas de los
parametros del proceso: concentracion de fenol, pH, UFC y densidad éptica a
600nm, durante una corrida de 14 horas.

Las muestras de agua para la cinética en medio real fueron aportadas por
ECOPETROL. EI muestreo se realiz6 al inicio del bio-reactor (BA-4008) y las
muestras fueron almacenadas con acido sulfarico a pH igual a 2. En primer lugar,
se midi6 la concentracién de fenol presente en las aguas y se realizé la dilucion
necesaria para iniciar la cinética con concentraciones menores a 100 ppm.

La cinética de biodegradacion en medio real se realiz6 en un tiempo de corrida de
18 horas, indculo inicial de 8%, concentracion inicial de fenol de 63 ppm. Se
midieron los mismos parametros tomados en la cinética sintética cada dos horas,

pero en este caso también se tomaron muestras para ensayar los métodos de
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cuantificacion de biomasa en cada punto, por lo cual se inici6 con un mayor
volumen al tener en cuenta la cantidad necesaria para cada método, partiendo de

700 ml de caldo de cultivo.

Figura 8. Montaje para las cinéticas de Biodegradacion.

Para el analisis de las aguas reales se realiz6 una extraccion previa del
hidrocarburo que permanece después de tratamientos primarios con n-hexano, el
cual es un solvente que no afecta la cantidad de células viables, tal como se

observa en la Figura 9.

15x107 UFC/ml

12x107 UFC/ml

Figura 9. Extraccion con Hexano
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2.4 Medida de fenol

El consumo del sustrato fue medido con una técnica estdndar para la
determinacion de Fenoles. (APHA, 1995). Este método colorimétrico consiste en la
reaccion del fenol con la 4-aminoantipirina en presencia de ferricianuro de potasio.
Los reactivos cambian de color amarillo a naranja al reaccionar con la molécula de
fenol. La intensidad del color aumenta con la concentracion.

Para la determinacién de fenoles se realiz6 una curva de calibracion de fenol
(Anexo A.2), se prepararon diferentes diluciones del compuesto entre 10 y 400
ppm. Tanto las diluciones como la muestra deben estar en un rango de pH de
7,920,01 antes de agregar los reactivos a la dilucion.

La curva se realiza tomando como blanco agua destilada, la cual se procesa de la

misma forma que el fenol.

Figura 10. Método colorimétrico para medir el sustrato fenol

2.5 Identificacion preliminar de la via metabdlica de degradacion de fenol

La identificacion preliminar de la ruta metabdlica mediante la cual las cepas de
Pseudomonas en estudio realizan la degradacién del fenol, fue analizada
mediante el respectivo incremento y disminucién de absorbancia a 375y 268 nm,
indicando la formacién del 2-hidroximucénico semialdehido como resultado de la
escision via meta al anillo aromatico del catecol, formado después de la
hidroxilacion de la molécula de fenol (Sayed, 2003).

Cada hora se tomaron muestras del pool de bacterias en crecimiento, con fenol
como unica fuente de carbono. Cada muestra se centrifugdé a 10000 rpm por 15

min para eliminar las células, se tomo el sobrenadante y se midio la absorbancia
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de la solucién a 375 nm. Se hicieron los espectros de las muestras de 0 horas, de
las 12 horas y de las 25 horas de degradacion en el espectrometro Shimadzu UV-
2401 PC.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Ensayos Preliminares

3.1.1 Curvas de calibracion

En los ensayos preliminares se elaboraron curvas de calibracion de los diferentes
métodos de cuantificacion de la biomasa celular, mediante la preparacién de
diluciones del cultivo bacteriano. Se realiz6 una cinética de crecimiento en medio
de cultivo sintético, con fenol como Unica fuente de carbono, donde se ensayaron
los métodos para la determinacion de biomasa por peso seco y proteinas por
Bradford. Ambos métodos se correlacionaron con la medida de turbidez,
obteniéndose ecuaciones lineales con buenas correlaciones cerca de 1 (r*>0,99),
lo cual indica que las ecuaciones representan exactamente los datos
experimentales obtenidos. Las regresiones lineales fueron las siguientes: Peso
Seco vs Absorbancia (Abs = 0,0021[PS] + 0,0005), Proteina vs Absorbancia (Abs
= 0,0088[Prot.] + 0,0005) (Anexo B).

Cuantificacion de ATP por bioluminiscencia:

La determinacion de un metabolito como el ATP mediante bioluminiscencia indica
la presencia de material biolégico. Al realizar la curva de calibracion entre las
unidades relativas de luz y la absorbancia del medio, se encontr6 que a
concentraciones altas de bacterias el instrumento no realiza la medicion,
reportando sobrecarga de luz a partir de una absorbancia de 0.043 (4,6x10°
ufc/ml) por lo cual no fue posible realizar ésta medicion. En la Figura 11 se
muestra la regresion lineal de la curva de calibracion con una baja correlacion de
r’=0,8997.
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Tabla 4. Datos de correlacion entre URL vs Absorbancia.

RLU Absorbancia
3000 0,003
15000 0,010
23000 0,012
28000 0,015
71000 0,022
Sobrecarga 0.043
luz
Sobrecarga 0.084
luz

0,025

0,02 {

0,015

y = 3E-07x + 0,0053
R? = 0,8997

0,01

ABSORBANCI/

0,005

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
RLU

Figura 11. Curva de Calibracion método Bioluminiscente vs Absorbancia.

La bioluminiscencia es un método generalmente usado como medida de control
higiénico-sanitario en las industrias de alimentos, farmacia y entidades de salud
publica (Roméan, 2006). Este método ha sido implementado en las industrias
como sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC)
principalmente para la proteccion de alimentos, garantizando su inocuidad.
(Aycicek et al, 2006; Costa et al, 2006)

La deteccidon de ATP presenta la ventaja de realizar examenes rapidos, contrario a
los métodos microbiolédgicos clasicos que son demasiado lentos para la toma de

decisiones en el instante de un proceso dado.
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Sin embargo, el método de bioluminiscencia presenté grandes fluctuaciones y
baja reproducibilidad. Otros autores como Larson y colaboradores (2003) llegaron
a la conclusién que el método puede usarse para evaluaciones rapidas, pero no
reemplaza los métodos clasicos microbiologicos de cuantificacién, debido a que no
discrimina los diferentes tipos de organismos. Roman (2006) logr6 una buena
correlacion en el laboratorio entre el método de recuento en placa de aerobios
(UFC) y las Unidades Relativas de Luz (URL), pero no a nivel industrial lo cual se
debe a los diversos factores presentes en la planta como son insectos voladores,

ambientes humedos, 6xido y contaminacion.

Comparando los altos valores de URL obtenidos en las diluciones para la
calibracion (3000- 71000 URL) con los valores de URL que se manejan en los
sistemas de control de higiene y calidad, donde las mediciones inferiores a 150
URL se consideraron limpios, de 151 a 300 URL se consideraron poco confiables,
y valores superiores a 301 URL se consideraron inadecuadas condiciones de
higiene (Costa et al, 2006). Se considera que el método de determinacion de ATP
por bioluminiscencia no es apropiado como medida de concentracion bacteriana
en procesos de biodegradacion, donde se manejan altas concentraciones

bacterianas.

Determinacion de proteinas solubles por Bradford

La determinacion de proteinas requiere de una curva de calibracion, la cual se
realiza a partir de una solucién estandar 1mg/ml de Albumina de suero de bovino
(BSA) (Anexo A.1).

Teniendo en cuenta que para la cuantificacibn de proteinas es necesario
extraerlas, fue necesario realizar algunas técnicas de rompimiento o lisis celular.
Para ello se us6 un buffer de lisis y una hidrdlisis basica. Con ambas técnicas de
rompimiento se obtuvieron altas concentraciones de proteinas, sin embargo, con
la hidrolisis basica se observaron ventajas en el costo y en la manipulacién. Por lo

tanto, se selecciond la hidrolisis basica como método de extraccion para las
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proteinas. En la tabla 5 se muestra la concentracion de proteinas extraidas con
ambas hidrdlisis en una muestra que contenia 64,5 + 2,1 ppm en peso seco.

Tabla 5. Resultados extraccion de proteinas

Método Buffer de lisis NaOH
Concentraciéon Proteinas 21,43 £ 1,66 mg/L 15,84 + 0,86
mg/L
% Proteinas respecto al Peso 33,22 % 24,56 %
Seco.

3.1.2 Comparacion de los métodos ensayados

Se realiz6 una comparacién entre los métodos empleados para la determinacion
de biomasa. Se determind cuatro veces cada método, el peso seco directamente,
la concentracién de proteinas y la densidad O6ptica, utilizando un cultivo sintético

del pool de Pseudomonas putida con 2,18x10® UFC/m.

La determinacion del peso seco directamente presento un valor de 32,00 ppm con
un desvio estandar de 0,82 ppm y un coeficiente de variacion (CV) del 2,6 %; el
peso seco mediante la aplicacion de la curva de calibraciéon con la densidad
Optica, obtuvo un valor de 32,52 ppm con un desvio estandar de 2,03 ppm y un CV
del 6 %. Por ultimo, la determinacion del peso seco mediante la cuantificacion de
proteinas mostro un valor de 33,29 ppm con un desvio estandar de 2,18 ppm y un
CV de 7 %. (Figura 12).
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Figura 12. Coeficiente de variacién porcentual del peso seco determinado por tres
técnicas:
a) Peso Seco directo (¢) b) turbidez @ ) c) Proteinas @ )

3.1.3 Cinética de crecimiento de Pseudomonas putida en medio sintético

En la figura 13 se muestra la cinética de crecimiento en medio sintético para
Pseudomonas putida. La determinacion de la concentracion de biomasa en la
Figura (13.a) se realizé por el método de turbidimetria (DO) y en la Figura (13.b)
por Unidades Formadoras de Colonias.

Cinética Medio Sintético

Conc. Fenol (ppm)

5 10 1

Tiempo (h)
| —e— Fenol —=— Turbidez |

a) Cuantificacién de Biomasa por densidad éptica (Abs)
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Cinética en Medio Sintético
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Figura 13. Cinética preliminar de crecimiento de P. putida en medio sintético

La cinética de crecimiento bacteriano en medio sintético muestra un tiempo de
latencia de aproximadamente cuatro horas, mientras que la fase de crecimiento
exponencial se da entre las cuatro y ocho horas, y a partir de las ocho horas se
presenta la fase estacionaria. Con la medida de la turbidez se puede observar la
fase de muerte, debido a la ausencia de sustrato el cual se consume por completo

a la octava hora.

Los valores de los parametros cinéticos obtenidos para el pool de Pseudomonas
putida en el medio sintético con fenol como Unica fuente de carbono fueron la
constante especifica de crecimiento ( p) igual a 0,2747 h™, tiempo de duplicacién

(ty) de 2,52 h y la biomasa al final de la fase estacionaria (X;) de 40,71 mg/I.

Con la medida indirecta de la turbidez se obtienen resultados rapidos que
muestran al instante el avance de la cinética y las fases de crecimiento. Con las
unidades formadoras de colonias se observa la tendencia creciente de biomasa,
midiendo soélo las células viables. Sin embargo, los resultados son lentos (18 a 24

horas) y no permiten una visualizacion inmediata del crecimiento.
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A fin de poder utilizar la absorbancia como una medida rapida y sencilla de la
concentracion de biomasa, se aprovechan los puntos de la fase de crecimiento
exponencial para elaborar una curva estandar que relacione las medidas
indirectas de densidad Optica (absorbancia) con las medidas directas de recuento
en placa (UFC/ml). En la Figura 14, se muestra la curva estandar para la medicion

de biomasa de las Pseudomonas putida.
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y = 1E-09x - 0,0122
R? = 0,9979

Figura 14. Curva estandar relacion entre UFC/mly Turbidez (Abs).

3.2. Cinéticas de degradacion y biodegradacion de fenol en medio real

Para evaluar los métodos empleados como determinacion de biomasa en el medio
real, se determind la concentracion de fenol en las aguas residuales provenientes
de la PTAR de la refineria de petr6leo en Barrancabermeja. Debido a las
interferencias presentes en el medio, fue necesaria una previa destilacion de la
muestra segun el método estandar para la determinacion de fenol (APHA, 1995).

La muestra se tomo a la entrada de la etapa de tratamiento bioldgico.
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Figura 15. Planta de tratamiento de aguas residuales, tratamiento biolégico.

La concentracion de fenol en las muestras fue de 286,5 ppm. Las cinéticas en el
laboratorio se realizaron con concentraciones iniciales de fenol menores a 100
ppm, debido al largo tiempo necesario para la remocion de concentraciones tan
altas.

Para eliminar el hidrocarburo persistente se filtré el agua con filtros y membranas
de diferente didmetro de poro. Se intentd eliminar las interferencias grandes con
papel filtro y una membrana de poro mas fino, pero superior al diametro de las
células, lo cual permitiria eliminar otras interferencias menores (papel micro fibra
de vidrio Whatman, poro 5 ym). Sin embargo, las pruebas mostraron resultados
diferentes: se midieron las UFC/ml antes y después de la separacion, con soélo el
filtro inicial se perdieron grandes cantidades de bacterias y con la membrana, el

numero de bacterias se redujo considerablemente (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados eliminacién de interferencias con membranas.

Filtro Antes Después
UFC/ml  UFC/ml
Cuantitativo  15x10"  6x10°
Membrana 15x10"  1,3x10°

Por otro lado, también se hicieron pruebas para separar el hidrocarburo mediante
la extraccion con solventes: Con el diclorometano las bacterias murieron, mientras

gue con el n-hexano se obtuvieron resultados positivos al eliminar el hidrocarburo
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y no variar significativamente el numero de células después de la extraccion. Por
consiguiente, se implemento la extraccién con hexano como tratamiento previo a
la medicion de concentracién bacteriana por los diferentes métodos.

La Figura 16 muestra la cinética de crecimiento en medio real (ver Figural6.a). En
este caso, la biomasa fue medida como la turbidez (OD) del medio después de
realizar la extraccion con hexano. En la Figura 16.b se muestra la evolucion de la
biomasa en el cultivo en relacion con la concentraciéon de proteinas solubles. En la
Figura 16.c, se muestra la variacion de biomasa en el tiempo mediante la medida
directa del peso seco, y en la 16.d con el método microbioldgico de unidades

formadoras de colonias.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de Pseudomonas en medio real.

El crecimiento bacteriano muestra una fase de latencia de cuatro horas, a partir de
esta hora se observa el crecimiento exponencial hasta las 18 horas. La fase
estacionaria no se alcanz6 a observar antes de las 18 horas. EI mayor tiempo
necesario para alcanzar la fase estacionaria, aunque se hubiese consumido el
fenol a las seis horas, es debido a que en este tipo de aguas existen otros tipos de
hidrocarburos que pueden servir como sustrato para las Pseudomonas putida, a
diferencia de la cinética en medio sintético donde el crecimiento esta delimitado

solo por el fenol reactivo agregado al medio.



Los parametros de crecimiento evaluados se resumen en la tabla 7. La velocidad
de crecimiento determinada mediante la técnica de recuento en placa, es mayor
gue la velocidad determinada mediante el peso seco y la concentracion de
proteinas. Esto es debido a que se necesita mayor tiempo para la duplicacion (tq)
del peso, debido a que la diferencia de peso en las células es marcada con
grandes cantidades de bacterias, mientras que con el recuento en placa es posible

determinar el tiempo de duplicacion en funcion del namero de individuos.

Tabla 7. Pardmetros de crecimiento bacteriano del pool de Pseudomonas putida en el
medio real con fenol.

Velocidad de  Tiempo de
Técnica Crecimiento  duplicacion

(W) (ta)

Biomasa final
(X5)

Recuento de

-1 9
colonias 0,510 x h 1,35 h 2,33x10° UFC/ml
Peso Seco 0,093 x h* 7,45 h 90,0 ppm
Proteinas 0,099 x h™ 7,00 h 35,4 ppm

3.3 Evaluacion de los diferentes métodos para la determinacién de biomasa

En cada punto de la cinética anterior, se midieron paralelamente los métodos
ensayados como alternativas para la determinaciéon de biomasa. Se realizaron
comparaciones y se encontraron diferentes factores de conversién con buenas

correlaciones entre ellos.

3.3.1 Método directo de conteo de colonias por gota

Uno de los propdsitos de este trabajo es encontrar un método que reemplace el
método de conteo de colonias por uno mas practico, que arroje unidades de masa

del cultivo y en menores tiempos de trabajo. Sin embargo, el recuento en placa se

midio junto con los otros métodos ensayados, con el fin de correlacionarlos con
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una medida directa que indique el numero individuos vivos. Esta técnica tiene la
ventaja de mostrar un cambio representativo en cada una de las muestras
tomadas en el tiempo. A diferencia del peso seco que es poco significativo entre
mediciones.

Se debe tener en cuenta que una UFC puede estar compuesta por mas de un
individuo, lo cual se debe a que ciertas bacterias forman agrupaciones de 2 o mas
células. Entonces el recuento no se refiere a las células viables reales, si no a
unidades formadoras de colonias, que puede corresponder a dos 0 mas individuos
gue estaban juntos al ser sembrados en la placa.

La correlacion entre Log UFC/ml y Peso Seco (Ver Figura 17), permite convertir
los datos del método microbiolégico, en unidades de masa del cultivo que si
pueden incluirse en las ecuaciones cinéticas que describen el proceso. La relacion

encontrada funciona para concentraciones de bacterias altas.

Correlacion LogUFC/ml vs Peso Seco

11,5
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6,5

55 : ; .

20 40 60 80 100

Peso Seco (ppm)

Figura 17. Correlacion LogUFC/mI vs Peso Seco (ppm)

La relacion que se muestra a continuaciéon entre el Log UFC/ml y la concentracién
de proteina, muestra una buena correlacién con el método directo, indicando la

confiabilidad de los parametros medidos. (Figura 18)
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Correlacion Proteinas y UFC/ml
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Figura 18. Correlacion LogUFC/ml vs Proteinas (ppm)

3.3.2 Concentracion de proteinas

La proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracion de proteina presente
en las células mostré ser bastante sensible, con resultados practicos y rapidos
como medida del crecimiento bacteriano en ambientes naturales (Ver Figura 16 b).
Para aumentar la sensibilidad del método se realizaron concentraciones de la
muestra y seguidamente se realizd la extraccion de las proteinas. Los valores
obtenidos de absorbancia a 595 nm se interpolaron en la curva de calibracién con
solucion estandar de ovoalbumina (Ver Anexo A.1). Teniendo en cuenta que el
contenido de proteina obtenido no corresponde al total de biomasa, fue necesaria
la correlacion entre la concentracién de proteinas y el peso seco de un volumen
conocido de muestra. Los resultados muestran que el contenido de proteinas
corresponde al 30% en peso seco. En la figura 19 se muestra esta relacion y la

buena correlacion lineal que presenta (r>= 0,996).
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Correlacién Proteinas y Peso Seco
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Figura 19. Curva relacion entre concentracién de proteinas y peso seco.

3.3.3 Turbidez, Densidad 6ptica

La turbidez mide la opacidad del liquido del cultivo bacteriano, como una
estimacion del total de bacterias, vivas y muertas. A medida que la concentracion
celular aumenta, el cultivo se hace mas turbio y se reduce la cantidad de luz
trasmitida debido a la difraccién de la luz por parte de las células (Agatangelo,
2007). La relacion entre la turbidez y las UFC difieren para cada organismo. Por lo
tanto, es necesario elaborar curvas para cada tipo de bacterias (Figura 14). Dicha
turbidez es una medida indirecta del numero de células y su incremento es una
indicacién del crecimiento bacteriano. Estas suspensiones no deben tener una
absorbancia mayor a 0.3 ya que valores mayores producen desviaciones de la ley
de Beer. La absorbancia se correlaciono6 linealmente con el peso seco como se
muestra en la Figura 20.

El método es simple y no destructivo, pero la sensibilidad esta limitada
aproximadamente a 10" UFC por mililitro.
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Correlacion Densidad Optica y Peso Seco
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Figura 20. Correlacion lineal entre Turbidez y Peso Seco

3.3.4 Determinacion de biomasa por peso seco

Esta técnica de medida directa tiene la desventaja de ser confiable solo para
grandes concentraciones de células, como sensibilizacion del método, se realiza
una concentracion previa de la muestra aumentando asi la cantidad de bacterias
en los mililitros de la solucion. Esto es necesario debido a que diferencias del
orden de los miligramos representan el peso de un gran nimero de bacterias.

Es importante hacer curvas de calibracion con otros métodos que sean mas
rapidos y mas sensibles, por que la variacion de biomasa en miligramos es poco

significativa entre una medicion y otra.
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3.4 Ventajas y desventajas de los métodos ensayados

En la tabla 8 se resumen las ventajas y desventajas que presenta cada método

analizado.

Tabla 8. Ventajas y Desventajas de los métodos para la determinacion de Biomasa.

40

Método Ventaja Desventaja
Conc. Proteinas | Sensible, rapido, Se debe
(ppm) préactico, concentrar y
econdémico, hacer un
Unidades de masa. | pretratamiento a
la muestra.
Densidad Optica | Muy rapido, Indirecto,
(Abs) econdémico y funciona solo en
sencillo. suspensiones
diluidas.
Peso Seco Econdmico, Lento, No es
(ppm) sencillo, medidas sensible,
directas en masa. Variacién poco
significativa.
ATP Muy rapido, Indirecto,
Bioluminiscencia | sensible, mide Resultados
(URL) células vivas. Fluctuantes, No
sirve para

concentraciones
altas de
bacterias, muy

costoso0.
Recuento en Medidas directas, Muy lento,
Placa (UFC/ml) | cambios notables, | Fluctuante,
mide células relativamente
viables. costoso, No
aplicable en
ecuaciones por
las unidades.




3.5 Determinacion de la ruta probable de biodegradacion del fenol mediante
Pseudomonas putida

Como medida integral del trabajo de investigacion y el desarrollo de tecnologias
efectivas en la biodegradacion de compuestos contaminantes, es importante
conocer y entender los aspectos metabdlicos involucrados en la biotransformacion

de esta clase de compuestos. En este caso, el mecanismo de conversion aerdbica

del fenol mediante el ataque de enzimas especializadas que tienen las

Pseudomonas putida.
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Figura 21. Medida del metabolito intermediario 2-Hiroximuconico semialdehido (2-HMS)
en la biotransformacion del fenol mediante P.putida.

En la figura 21 se observa el espectro obtenido como seguimiento de la

biodegradacion a diferentes tiempos, la linea continua (—) indica las 0 horas, la
linea con triangulos (--A--) representa las 12 horas y la linea gruesa (=) indica las

25 horas.
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Al igual que otros investigadores se determino que la biodegradacion de fenol se
realiza via meta, por accién de la enzima Catecol-2,3-dioxigenasa (Sayed et al,
2003; Sahar, 2006; Schmidt et al, 1983). La bioconversion de fenol al intermediario
2- hidroximucénico semialdehido fue medida como el aumento de absorcion a 375
nm y la disminucién de absorcion del fenol a 298 nm a diferentes tiempos (Sayed
et al, 2003) (Figura 21). Sin embargo, existen excepciones donde la escision via
meta para algunos mono-clorofenoles como el 2- y 3-clorofenol da lugar a un
callejon sin salida por la desactivacion de la enzima catecol-2,3-dioxigenasa, lo
cual se evidencia por la acumulacion del 3-clorocatecol, demostrando la necesidad
de la orto-escision para el éxito de la degradacion completa. A diferencia del 4-
clorofenol que si logra una biotransformacion via meta en 5-cloro-2-
hidroximucénico semialdehido, compuesto que puede ingresar al ciclo metabdlico

de la bacteria y mineralizarse completamente (Farrell y Quilty, 1999).
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4. CONCLUSIONES

Se evalud e implementé a nivel de laboratorio técnicas alternativas al
método microbiolégico de conteo de colonias. La concentracion de
proteinas y la turbidez del medio, constituyen herramientas rapidas que
permiten el seguimiento del proceso en tiempos reales y favorecen la toma

de decisiones.

Se encontré una técnica sencilla para eliminar el hidrocarburo persistente
en las aguas de la Planta de tratamiento de la refineria de Petrdleo, el cual
interferia  en la determinacion de la concentracibn bacteriana. Se
implement6 la extraccibn con n-hexano como tratamiento previo a la
cuantificacion de biomasa, el cual es un solvente que no altera la viabilidad

de las bacterias.

Para la determinacién del peso seco y la concentracién de proteinas es
necesario una concentracion previa de las células que aumente la
sensibilidad de los métodos. Los dos mostraron una buena reproducibilidad

y facil manejo de las muestras.

La estimacibn de biomasa mediante la determinacion de ATP por
bioluminiscencia no mostré buenos resultados como medida de crecimiento
bacteriano en la biodegradaciéon de fenol, debido a que la luz producida
supera el limite maximo de deteccion del equipo utilizado HY LITE®. En
consecuencia, no se recomienda este método, ya que es generalmente
usado como medida de higiene en la industria de alimentos y de salud
donde se manejan concentraciones bajas de microorganismos, comparadas
a las altas concentraciones que se alcanzan en los procesos de

biodegradacion de compuestos contaminantes.

De las correlaciones obtenidas se encontré una ecuacion que relacionara el

método directo de UFC/mI con el método directo del peso seco, la cual es



atil para convertir las unidades del método directo en unidades de masa
(ppm), unidades adecuadas para ser incluidas en el modelo matemético

desarrollado.

Se encontré una buena correlacién entre la concentracion de proteinas
solubles determinadas por el método Bradford y el peso seco. Con esta
correlacion se podria implementar una nueva forma para la cuantificacion
de biomasa mediante el método de Bradford, aplicable a ambientes
naturales, mas practico, rapido y sensible. Ademas se encontré que el
contenido de proteinas con respecto al peso seco corresponde a un 33,22
% extraccion con buffer de lisis y un 24,56 % de proteinas extraccion
bésica.

El estudio de la ruta probable de biodegradacion del fenol es util como guia
para investigaciones posteriores que se especialicen en el estudio del
metabolismo de las bacterias y en las enzimas involucradas en el
catabolismo de los compuestos fendlicos. Se encontré que la mezcla de
cepas de Pseudomonas Putida ICP 16, ICP18 y ICP 21, degradarian los
compuestos fendlicos via meta, mediante la accion de la enzima Catecol-
2,3 dioxigenasa, las cuales convierten el metabolito intermediario del
Catecol en 2-Hidroximuconico semi-aldehido, el cual fue determinado
cualitativamente por espectrofotometria UV-visible.



5. RECOMENDACIONES

En la presente investigacion se propone una posible ruta de biodegradacion del
fenol mediante las cepas Pseudomonas putida especializadas en el proceso, la
cual se llevaria a cabo via meta por la accion de la enzima Catecol-2-hidrogenasa,
se propone un estudio de la actividad enzimatica de dicha enzima y el analisis
protebmico mediante electroforesis en una y dos dimensiones. Ademas se
recomienda complementar el estudio metabdlico mediante el analisis de
metabolitos en el tiempo mediante Cromatografia liquida de alta eficacia HPLC.
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ANEXO A

Anexo A. 1 Calibracion Del Método de Bradford

Absorbancia

y =0,9137x + 0,0351

0,4 - R?=0,9931
0,3
0,2
0,1
0 . . . ; .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracion (mg/mL)

1,2

Anexo A. 2 Calibracién determinacién de fenol con el método colorimétrico de la 4-

aminoantipiridina.

Absorbancia

1,2
14
0,8 1
0,6 4
o y = 0,0028x + 0,0018
o R? = 0,9986
0,2
0 T T T T
0 100 200 300 400

Concentracion (ppm)

500

50

Conc.
mg/ml Abs
0 0
0,01 0,018
0,05 0,072
0,1 0,143
0,2 0,263
0,4 0,442
0,6 0,571
0,8 0,758
1 0,936
Fenol
ppm | Abs
0 0
10 0,031
20 0,061
30 0,074
50 0,123
100 0,3
150 | 0,419
300 | 0,854
400 | 1,091




ANEXOB

Anexo B.1 Curva de Calibracion Peso Seco con Densidad Optica

Abs
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Anexo B. 2 Curva de calibracion Concentracion de Proteinas con Densidad Optica

Abs

0,08

0,07
0,06
0,05
0,04

0,03 4
0,02 4
0,01 4

y = 0,0088x + 0,0005
R? = 0,9979

N

4 6 8
Conc. Proteinas (mg/L)

10

P. Seco
ppm Abs
0 0
32,5 0,068
19,5 0,041
16,25 0,034
13 0,026
9,75 0,02
6,5 0,015
3,25 0,008
1,625 0,004
Conc.
Proteinas
ppm Abs
0 0
7,73 0,068
4,438 0,041
3,865 0,034
3,092 0,026
2,319 0,02
1,546 0,015
0,773 0,008
0,3865 0,004
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ANEXOC

Anexo C. 1 Resultados de la cinética de biodegradacion de fenol en medio sintético

Tiempo | pH Fenol ppm | DO (abs) | UFC/mL

0 6,91 48 0,014 21000000
2 6,89 24,7 0,014 |-

4 6,9 21,1 0,021 25000000
6 6,79 6 0,057 -

8 6,78 0 0,086 75000000
10 6,65 0 0,085 77000000
12 6,75 0 0,078 87000000
13 6,75 0 0,072 147000000
14 6,75 0 0,073 157000000

Anexo C. 2 Resultados de la cinética de biodegradacion de fenol en medio real (PTAR)

Fenol Log Proteinas | Peso seco
Tiempo (h) | DO (Abs) | Fenol Abs (ppm) UFC/mL
0 0,002 0,179 63,3 5,84 7,3 23
2 0,006 0,126 44,4 6,1 23
4 0,028 0,083 29 6,32 8,6 23
6 0,071 0,016 51 6,47 13,1 33,3
8 0,091 0,014 4,4 7,65 20,6 46,7
10 0,101 0,014 4,4 8,19 46,7
12 0,122 0,014 4,4 8,4 22,8 53,3
14 0,153 0,013 4 8,88 28,8 60
18 0,170 0,01 3 9,37 39,4 90
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