BIODEGRADACION ESTIMULADA DE AGUAS CONTAMINADAS CON
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs) POR AISLADOS
NATIVOS Pseudomonas spp

MAYRA ALEJANDRA MARINO BOHORQUEZ

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARAMANGA
2009




BIODEGRADACION ESTIMULADA DE AGUAS CONTAMINADAS CON
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs) POR AISLADOS
NATIVOS Pseudomonas spp

MAYRA ALEJANDRA MARINO BOHORQUEZ

Trabajo de Grado presentado como requisito parcial para optar por el titulo de

Quimica

Director
RODRIGO TORRES SAEZ
Bioquimica Ph.D

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
ESCUELA DE QUIMICA
BUCARAMANGA
2009




CONTENIDO

INTRODUCCION
1. MARCO TEORICO
1.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS
1.1.1 Estructura quimica y propiedades
1.1.2 Emisiones de los HAPs
1.1.3 Exposicion de los HAPs en seres humanos
1.1.4 Efecto del contacto con HAPs
1.1.5 Citoxicidad asociada con los HAPs
1.1.6 Genotoxicidad asociada con los HAPs
1.2 AGUAS CONTAMINADAS CON HAPs
1.2.1 Andlisis de muestras acuosas contaminadas con HAPs
1.2.2 Principales métodos de descontaminacion de aguas
contaminadas con HAPs
2. ANTECEDENTES
2.1 Pseudomonas spp
2.2 REQUERIMIENTOS PARA EL CRECIMIENTO MICROBIANO
2.3 FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA BIODISPONIBILIDAD
2.4 ASPECTOS GENERALES DE LAS RUTAS METABOLICAS
PARA ALGUNOS HAPs POR Pseudomonas spp
3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1 CEPAS BACTERIANAS Pseudomonas spp ESTUDIADAS
3.1.1 Tratamiento para las muestras de suelo contaminado
3.1.2 Aislamiento de la familia Pseudomonaceae
3.1.3 Clasificacion e Identificacion de las cepas aisladas
3.1.4 Recuento de biomasa para cada cepa
3.2 CINETICAS DE CRECIMIENTO DE LOS HAPs
EN DIFERENTES MEDIOS SALINOS

3.2.1 Comparacion de velocidades de degradacién estimulada

de los HAPs para diferentes concentraciones de hierro en el

16
17
20
22

26
26
27
28
37
39

41




medio salino

3.3 EFECTO DE LA MEZCLA DE HAPs EN LA BIODEGRADACION
ESTIMULADA PARA UN CONSORCIO BACTERIANO

3.3.1 Efecto de la presencia de Triton X-100 en la degradacion
de una mezcla de HAPs usando un consorcio bacteriano

3.4 ANALISIS SEMICUANTITATIVO DE LAS PROTEINAS
EXPRESADAS EN LA ESTIMULACION PARA EL FENANTRENO
Y PARA EL PIRENO
4. ANALISIS DE RESULTADOS
4.1 AISLAMIENTO DE LA FAMILIA Pseudomonaceae
4.2 CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS CEPAS AISLADAS

4.3 CURVAS DE CALIBRACION PARA EL RECUENTO DE BIOMASA
4.4 RESULTADOS DE LAS CINETICAS DE CRECIMIENTO DE LOS
HAPs EN DIFERENTES MEDIOS SALINOS
4.5 RESULTADOS DE LA COMPARACION DE VELOCIDADES
DE DEGRADACION ESTIMULADA PARA CADA HAP
4.5.1 Efecto de diferentes concentraciones de hierro sobre
el proceso biodegradacion de los HAPs.
4.6 RESULTADOS DE LA BIODEGRADACION ESTIMULADA
EN PRESENCIA DE MEZCLAS DE HAPs USANDO
UN CONSORCIO BACTERIANO
4.7 EFECTO DEL TRITON X-100 SOBRE LA BIODEGRADACION
DE HAPs UTILIZANDO AISLADOS DE Pseudomonas spp
5. CONCLUSIONES
6. RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

42

44

44

48
48
51

53

71

71

75

79

81

83

84

90




LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de algunos HAPS lineales, angulares y pericondensados
Figura 2. Diagrama de blogques con pasos a seguir para el analisis de

HAPs en agua

Figura 3. Procesos dinamicos envueltos en la disminucion de la
biodisponibilidad para los HAPs

Figura 4. Ruta de degradacion del naftaleno por algunas bacterias

del género Pseudomonas

Figura 5. Ruta de degradacion propuesta para el antraceno (izq)

y para el fenantreno (der) para algunas bacterias del género Pseudomonas.

Figura 6. Ruta de degradacion detectada para el pireno por
Pseudomonas saccarophila

Figura 7. Esquema completo de la técnica: siembra de dilucion (izq)
por estria en placa de agar (der) aplicado a las muestras de suelo.

Figura 8. Procedimiento realizado para el recuento de UFC
Figura 9. Aislados de Pseudomonas nativas utilizando como medio
de aislamiento agar cetrimida ICP-Barranca (izquierda) y

La Mesa de los Santos (derecha)

Figura 10. Medio salino sin inocular (izquierda) e inoculado (derecha)
por la cepa aislada de Ps. cepacia luego de 24 horas

Figura 11. Curva de calibracion lineal del crecimiento para la cepa
Pseudomonas del ICP-Barranca

Figura 12. Curva de calibracion lineal para crecimiento de la cepa Ps. cepacia

Pag

10

21

23

25

26

28

39
48

51

52




Figura 13. Cinética de crecimiento para aislado de Pseudomonas
ICP-Barranca en medio de cultivo salino con naftaleno en presencia y
ausencia de hierro

Figura 14. Cinética de crecimiento de un aislado de Pseudomonas

ICP-Barranca en medios de cultivo con antraceno (60 ppm) y con presencia y

ausencia de hierro

Figura 15. Cinética de crecimiento de un aislado de Pseudomonas
ICP-Barranca en medio de cultivo salino con Fenantreno en presencia y
ausencia de hierro

Figura 16. Cinética de crecimiento celular de Pseudomonas ICP-Barranca

utllizando un medio de cultivo con Pireno en presencia y ausencia de hierro
Figura 17. Cinética de crecimiento celular de un aislado nativo de Ps. cepacia
en medios de cultivo con Naftaleno en presencia y ausencia de hierro

Figura 18. Cinética de crecimiento celular de un aislado nativo de Ps. cepacia
en medios de cultivo con antraceno en presencia y ausencia de hierro

Figura 19. Cinética de crecimiento de un aislado nativo de Ps. cepacia

en medios de cultivo con Fenantreno en presencia y ausencia de hierro
Figura 20. Cinética de crecimiento celular de un aislado nativo de Ps. cepacia
en un medio de cultivo con Pireno en presencia y ausencia de hierro

Figura 21. Mecanismo propuesto para las intradiol dioxigenasas actuando
sobre un diol-aroméatico (3,4-dihidroxi-HAP)

Figura 22. Porcentaje de remocion de los HAPs segun cantidad

Hierro (l1)-Hierro (Ill) en 24 horas.

Figura 23. Comparacion entre porcentajes de remocion sin y

con tritdn X-100 para 1: Naftaleno, 2: Antraceno,3: Fenantreno y 4: Pireno

54

57

58

60

63

64

66

68

70

78

80




LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de algunos HAPs.

Tabla 2. Composicion del medio salino minimo para Pseudomonas spp
Tabla 3. Composiciones de los geles usados en SDS-PAGE en

orden de afiadidura.

Tabla 4. Resultados de las pruebas bioquimicas para cada cepa aislada
Tabla 5. Correlacién de datos medidos para el crecimiento de la cepa
Ps. ICP-Barranca.

Tabla 6. Correlacion para datos medidos durante el crecimiento de la
posible cepa Ps cepacia.

Tabla 7. Resultados de la cinética de crecimiento de Pseudomonas sp.
del ICP-Barranca en naftaleno como fuente de carbono (pre-indculo
de 10% con absorbancia a 600 nm: 0,481)

Tabla 8. Resultados de la cinética de crecimiento de Pseudomonas

del ICP-Barranca en antraceno como fuente de carbono (pre-inéculo

de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,442)

Tabla 9. Efecto del hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas

ICP-Barranca en un medio de cultivo con antraceno como fuente de carbono

Tabla 10. Resultados de la cinética de crecimiento de un aislado
nativo Pseudomonas ICP-Barranca en fenantreno como

fuente de carbono (pre-in6culo de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,372)

Pag.

40

46

50

51

52

53

56

57

58




Tabla 11. Efecto del hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas

ICP-Barranca en un medio de cultivo con Fenantreno como fuente de carbono

Tabla 12. Resultados de la cinética de crecimiento de un aislado nativo

Pseudomonas ICP-Barranca en pireno como fuente de carbono
(pre-indculo de 10% con absorbancia a 600 nm: 0,481).

Tabla 13. Efecto del Hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas
ICP-Barranca en un medio de cultivo con Pireno con fuente de carbono
Tabla 14. Resultados de la cinética de crecimiento de un aislado

nativo Pseudomonas ICP-Barranca (pre-inéculo de 10% con
absorbancia a 600 nm: 0,461) en medios de cultivo con benceno

Tabla 15. Resultados de la cinética de crecimiento de un

aislado nativo Pseudomonas ICP-Barranca (pre-in6culo de 10%

con absorbancia a 600 nm: 0,461) en medios de cultivo con tolueno
Tabla 16. Resultados de la cinética de crecimiento para Pseudomonas
Cepacia en naftaleno como fuente de carbono (pre-inéculo de 5% con
absorbancia a 600 nm: 0,360)

Tabla 17. Efecto del Hierro sobre el crecimiento celular de
Pseudomonas cepacia en un medio de cultivo con Naftaleno

Tabla 18. Resultados de la cinética de crecimiento para Pseudomonas
cepacia en antraceno como fuente de carbono (pre-inéculo

de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,360)

Tabla 19. Efecto del Hierro sobre el crecimiento celular para Pseudomonas
cepacia en un medio de cultivo con Antraceno como fuente de carbono
Tabla 20. Resultados de la cinética de crecimiento para Pseudomonas

cepacia en fenantreno como fuente de carbono (pre-in6culo

59

59

60

61

61

62

63

64

65

66




de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,433)

Tabla 21. Efecto del hierro en el crecimiento celular de Pseudomonas 67
cepacia en medio de cultivo con Fenantreno como fuente de carbono

Tabla 22. Cinética de crecimiento celular para Pseudomonas cepacia 68
en pireno como fuente de carbono (pre-inéculo de 5% con absorbancia

a 600 nm: 0,433).

Tabla 23. Efecto del hierro sobre el crecimiento celular para Pseudomonas 69
cepacia en un medio de cultivo con Pireno como fuente de carbono

Tabla 24. Efecto de la concentraciéon de Fe(SO4).6H,0 sobre la 72
biodegradacion de los HAPs por 24 horas para Pseudomonas del ICP-Barranca.
Tabla 25. Efecto de la concentraciéon de Fe(SO,).6H,0 sobre la 74
biodegradacion de los HAPs por 24 horas para Pseudomonas cepacia.

Tabla 26. Efecto del Fe(S0O,).6H,0 sobre la Biodegradacion del Antraceno 75

en presencia de otro HAP (50 ppm cada uno) por consorcio de los 2 aislados

nativos Pseudomonas.
Tabla 27. Efecto del Fe(SO,).6H,0 sobre la biodegradacion de una mezcla 77

Naftaleno-Fenantreno (50 ppm cada uno) por un consorcio de los 2 aislados

nativos de Pseudomonas.
Tabla 28. Porcentajes de remocion logrados durante la biodegradacion 77

simultanea de los 4 HAPs realizada por los 2 aislados nativos de Pseudomonas

spp en diferentes medios con hierro*.

Tabla 29. Degradacion de los HAPs (60 ppm cada uno) para las 2 cepas 79
aisladas de Pseudomonas spp con 96 horas en 0,20 mM de Fe(SO,).6H,0.

Tabla 30. Efecto del Triton X-100 en la degradacion de los HAPs 79
(60 ppm cada uno) para las 2 cepas aisladas de Pseudomonas spp

con 96 horas en 0,20 mM de Fe(S0O,).6H,0.




LISTA DE ANEXOS

Pag.
ANEXO 1. Calibraciones en el UV-VIS para los HAP en n-hexano 90
ANEXO 2. Calibraciones por HPLC-UV en 254 nm para 92
los HAPs en acetonitrilo
ANEXO 3. Espectro HPLC/UV a 254 nm para 5,00 ppm de 94
cada HAP estudiado
(en orden de elucién: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)
ANEXO 4. Espectro HPLC/UV a 254 nm para 20,0 ppm de 95
cada HAP estudiado
(en orden de elucién: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)
ANEXO 5. Espectro HPLC/UV a 254 nm para 40,0 ppm de 96
cada HAP estudiado
(en orden de elucién: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)
ANEXO 6. Espectro HPLC/UV a 254 nm para 60,0 ppm de 97
cada HAP estudiado
(en orden de elucién: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)
ANEXO 7. Espectro HPLC/UV a 254 nm para 100 ppm de 98

cada HAP estudiado

(en orden de elucién: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)

ANEXO 8. Datos de las pérdidas abiéticas para cada HAP en 24 horas 99




RESUMEN

TiTULO
BIODE(}RADACION ESTIMULADA DE AGUAS CONTAMINADAS CON HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS (HAPs) POR AISLADOS NATIVOS Pseudomonas spp.*

AUTOR
Marifio Bohérquez, Mayra Alejandra**

PALABRAS CLAVES
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, Pseudomonas spp, biodegradacion estimulada, oxigenasas.

DESCRIPCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) se encuentran entre los primeros compuestos
guimicos descubiertos por su capacidad para inducir el cancer. Es por ello que son considerados
compuestos que deben ser prioritariamente degradados para mitigar su impacto ambiental en la
salud de los seres humanos. Existen muchas tecnologias para su degradacion, entre las cuales se
encuentran las tecnologias de biodegradacion por microorganismos. Este proceso se denomina
biorremediacion, el cual es afectado por muchos factores ambientales, tales como la adicion de
nutrientes, concentracion de microorganismos y condiciones de operacion (pH , temperatura,
oxigeno, etc.).

En este trabajo, se estudié el efecto que ejerce la presencia de hierro exégeno como nutriente, sobre
la biodegradacion de los HAPs. Este efecto se deberia a la induccion de metaloenzimas
denominadas mono-oxigenasas y dioxigenasas, que se encuentran en las Pseudomonas spp ¥y
poseen en su sitio activo hierro como grupo prostético que les permite realizar la oxidacion catalitica
de estos sustratos. También, se determind el efecto de estimulacion del tritén X-100 al 0,1% p/v en el
proceso de biodegradacion de HAPs en medios de cultivo con Fe' exdgeno.

Como complemento, se observé la estimulacién del crecimiento celular por Fe" o Fe" ex6geno para
cada HAP como Unica fuente de carbono en los medios de cultivo de los dos aislados de
Pseudomonas sp, en las condiciones de cultivo estudiadas (pH 7.0+0.05, 25°C+2.0, concentracién
inicial: 60 ppm y agitacion constante). Luego se observé que el Fe" estimulé la biodegradacion de
pireno y fenantreno en ambos aislados de Pseudomonas. A su vez, no se observd un efecto de
estimulacion por adicion de hierro exdgeno en el proceso de biodegradacion cuando se us6 naftaleno
como fuente de carbono en los medios de cultivo, mientras que en los cultivos con antraceno como
fuente de carbono hubo estimulacién por Fe'.

*Trabajo de grado.
**Eacultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Rodrigo Torres Saez.




SUMMARY

TITLE
STIMULATED BIODEGRADATION OF CONTAMINATED WATER WITH POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS (PAHSs) BY ISOLATED NATIVE Pseudomonas spp.*

AUTHOR
Marifio Bohérquez, Mayra Alejandra.**

KEY WORDS
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Pseudomonas spp, stimulated biodegradation, oxygenases.

DESCRIPTION

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are among the first compounds discovered by its ability to
induce cancer. That is why we are considered priority compounds that should be degraded to mitigate
its environmental impact on the health of humans. There are many technologies for degradation,
among which are the technologies of biodegradation by microorganisms. This process is called
bioremediation, which is affected by many environmental factors such as the addition of nutrients,
microbial concentration and operating conditions (pH, temperature, oxygen, etc.).

In this paper, we studied the effect exerted by the presence of exogenous iron as a nutrient on the
biodegradation of PAHs. This effect is due to the induction of metalloenzymes called mono-
oxygenases and dioxygenases, which are found in Pseudomonas spp and have iron in its active site
prosthetic group that allows them to perform the catalytic oxidation of these substrates. Also, the
effect of stimulation of triton X-100 0.1% w / v in the process of biodegradation of PAHs in culture
media with exogenous Fell.

As a complement, we observed the stimulation of cell growth by exogenous Fell or Felll for each PAH
as sole carbon source in culture media of the two isolates of Pseudomonas sp in the culture
conditions studied (pH 7.0 £ 0.05, 25 ° C + 2.0, initial concentration: 60 ppm and agitation). This part
was found that the Fe (lll) stimulated the biodegradation of pyrene and phenanthrene in both isolates
of Pseudomonas. In turn, there was no effect of stimulation by addition of exogenous iron on the
biodegradation process when used naphthalene as a carbon source in culture media, whereas in the
cultures with anthracene as a carbon source stimulation were for Fe (l1).

*Work of grade.

** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: Rodrigo Torres Saez.




INTRODUCCION

Los hidrocarburos arométicos polinucleares (HAPs) han sido reconocidos desde los
afios 70’s por la US - Environmental Protection Agency (EPA) como un grupo de
contaminantes xenobidticos ubicuos en el medio ambiente. Esta apreciacion se
debe a que estos compuestos, y principalmente sus productos metabdlicos, han
sido reportados como citotoxicos, cancerigenos y mutagénicos para organismos
eucariotas inferiores y superiores, ya que ellos se acumulan en suelos, agua y
sedimentos, al unirse a materia organica, particulas suspendidas y tejidos animales

luego de su liberacién en el ambiente®?2.

Los HAPs tienden a bioacumularse en los rifilones, pulmones, higado y tejido
adiposo, propiciando a largo plazo la aparicién de cancer e ictericia. Sin embargo,
algunos HAPs son liberados en seres humanos dentro de unos dias segln sus

caracteristicas fisicos-quimicas.

Por otro lado, se encuentra una gran proporcién de HAPs en aguas de superficie
que provienen de la deposicion de material particulado suspendido en el aire. Otras
fuentes incluyen descargas de agua residual municipal, corrientes de &reas de
almacenamiento de carbdn, efluentes de plantas de tratamiento de madera y otras
industrias que los liberan en la combustién, y por derrames o fugas accidentales
originadas por la corrosion. Ademas, se pueden generar por derramamientos de

crudo y extracciones de petr6leo™”.

Existen otras fuentes contaminantes de HAPSs, las cuales dependen de la industria
donde son liberados, como por ej. presencia de HAPs en lodos de plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR), u otras fuentes como la generacién de
gases de combustion de automoviles, desgaste de neuméticos y del asfalto,
irrigacion de coque sobre efluentes, lixiviados de sitios de almacenaje de carbon

bituminoso y uso de fertilizantes basados en el compost®”®,




Los HAPs liberados en el ambiente pueden ser removidos por muchos procesos,
tanto fisicos, como quimicos o bioldgicos. Entre los diferentes tecnologias
disponibles se encuentran; la volatilizacion, foto-oxidacion, oxidacién quimica,
bioacumulacion y adsorcion en particulas sélidas. Sin embargo, la alternativa
biologicas, mediante el uso microorganismos biodegradadores de HAPs
(Biorremediacién), ha demostrado ser una alternativa tecnolégica viable, efectiva, de
bajo costo y amigable con el medio ambiente, al producir compuestos inocuos como
el di6xido de carbono, agua y biomasa celular®®.

La biorremediacién ofrece la posibilidad de degradadar HAPs de bajo peso
molecular, los cuales, al poseer mayor solubilidad en agua, puede producir mayores
efectos adversos en organismos vivientes. Es por ello que es de vital importancia su
eliminacibn en zonas industriales o afectadas por derrames accidentales de

oleoductos.

Aunque esta alternativa de descontaminacién es de gran interés por su bajo costo,
en este estudio se pretende estudiar el efecto de una sal de hierro sobre el proceso
de biorremediacion de HAPs de diferente complejidad molecular, empleando cepas
autéctonas de Pseudomonas sp., las cuales seran bioestimuladas con esta sal de
hierro de manera favorecer el proceso de biorremediacion de HAPS en medio

liquido.

1. MARCO TEORICO

1.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

1.1.1 Estructura quimicay propiedades
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son una clase de compuestos

quimicos hidrofobicos estructuralmente similares, caracterizados por la presencia
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de 2 o mas anillos aroméaticos fusionados, sin heteroatomos y semivolatiles ubicuos
en el medio ambiente.

De este modo, existe un gran numero de HAPs que difieren en el nimero de anillos
aromaticos, la posicién en la que los anillos aromaticos estan fusionados a otros y
los tipos sustituyentes, todo lo cual afecta sus propiedades fisicas y quimicas.
Respecto a las diferencias en las posiciones en la que un anillo se fusiona a otro,
existen 3 formas de unién, la unién pericondensada o racimo de alta simetria
(pireno, coroneno, etc), la unién linear como el antraceno y la unidn

catacondensada o en escalén (fenantreno, criseno, etc).

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los HAPs (Ver tabla 1) varian con el peso
molecular, asi la resistencia a la oxidacion y reduccién, como la vaporizacién,
aumentan con el incremento en el peso molecular, mientras que decrece la
solubilidad en agua de estos compuestos. Como resultado de estas propiedades,
ellos difieren en su comportamiento quimico, distribucion en el ambiente y sus
efectos en sistemas biolégicos. Segun sus propiedades pueden dividirse en 2
grupos, los HAPs de baja masa molecular (2 a 3 anillos unidos como los naftalenos,
fluorenos, fenantrenos y antracenos). los cuales posen toxicidad aguda en
organismos acuaticos, y los HAPs de alta masa molecular (4 a 7 anillos unidos
desde crisenos a coronenos) los cuales no poseen marcada toxicidad en
organismos acuaticos debido a su poca hidrofilia. No obstante, varios de estos

compuestos pesados son conocidos por inducir cancer®.




Naftaleno .
Acenaftileno Acenafteno
Fluoreno Fenantreno Antraceno

Fluorateno Pireno Criseno

Figura 1. Estructura de algunos HAPs lineales, angulares y pericondensados

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de algunos HAPs (Juhasz and Naidu, 2000)"*

No. de PM Pto. de Pto. de Presién de  Solubilidad log

HAP anillos  (g/mol) fusion ebullicion vapor a25°C  en aguaa Kow®
(°C) (°C) (mm Hg) 25°C
(mg/L)
Naftaleno 2 128,17 80,2 218 1,8x10* 23,3 3,37
Antraceno 3 178,23 216 340 2,0x10™ 0,07 4,45
Fenantreno 3 178,23 101 340 6,8x10™ 1,29 4,46
Pireno 4 202,26 149 360 6,8x10"’ 0,14 5,32
Criseno 4 228,29 258 448 6,3x10” 0,002 5,61

%log Kow: logaritmo del coeficiente de particién octanol:agua.

1.1.2 Emisiones de los HAPs

La presencia de los HAPs en la atmdsfera es resultado de varios procesos, tanto
naturales como antropogénicos (Ver tabla 2), siendo la quema incompleta de
materia orgénica la principal fuente antropogénica de HAPs. Podemos encontrar

desde alimentos cocinados (quemados), hasta combustibles para calentar en
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centrales térmicas, asi como desechos (madera, residuos de basura, estiércol, etc),
o productos de la combustion de combustibles fésiles, plantas de coque y alquitran.
Se encuentran también productos de las emisiones naturales:
e Incendios forestales y emisiones de volcanes producto de transformaciones
organicas en suelos y sedimentos (origen diagénico)
¢ Biosintesis por cierto tipo plantas (origen biogénico)
e Transformacién anaerobia de material organico a combustible fésil (origen

petrogénico).

e Presencia de los HAPs en la atmoésfera

Durante la quema de madera se ha determinado que los siguientes HAPs se
encuentran en mayor proporcion (3 a 5 veces mas) en comparacion a sitios donde
no se realiza esta actvidad: antraceno, fenantreno, benzo(ghi)fluoranteno,
ciclopenta(cd)pireno, benzo(a)antraceno, criseno/trifenileno, benzo(a)pireno (BaP),

indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(ghi)perileno, y coroneno™?.

Asimismo, el material particulado en la atmdsfera de sitio urbanos estéd constituido
por: naftaleno, acenaftaleno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, criseno/trifenileno, benzo(a)antraceno, benzo(j+b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1.2.3-cd)pireno, dibenzo,
benzo(ghi)perileno y benzo(e)pireno. No obstante, sus concentraciones respectivas

diferiran en gran medida dependiendo del sitio estudiado™.

El aire urbano contiene aproximadamente 5 veces mas concentracion de HAPs
(0,15-19,3 ng/m°® que el aire rural (0,02-1,2 ng/m®.Por otro lado, las
concentraciones en temporadas de invierno en paises con estaciones son 5 a 10
veces mas altas que las concentraciones en verano, debido a las diferencias en
temperatura, a la radiacion solar y al incremento en las emisiones por

calentamiento®®.

Se estima que de 10.000 a 30.000 toneladas (8.900-26.800 toneladas métricas) de

HAPs son emitidas anualmente en Estados Unidosy 280 toneladas en paises como
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Suecia, que posee una gran actividad de quema residencial debido al invierno
(mayor que las emisiones por trafico). China por ser el pais desarrollado con mayor
densidad poblacional, es el que posee mayores emisiones de HAPs, con 114.000
toneladas anuales en el 2004, constituyendo el 22% de las emisiones mundiales;
correspondiendo el 34.6% a quema de paja, 26.2% a produccion de coque, 21.2% a

qguema de madera y el 6.8% a combustion doméstica de carbon.

Otras fuentes incluyen contaminacion del aire por la industria, por ejemplo, un
ingenio de diesel, emisiones por trafico, humo de tabaco, pirdlisis de carbén, y

quemar o cocinar con combustibles fosiles™**.

e Presencia de los HAPs en el agua

Respecto a las fuentes de HAPs en las superficies de aguas, existe una gran
cantidad que proviene de la deposicion de las suspensiones en el aire por emisiones
industriales. Otras fuentes incluyen descargas de aguas residuales municipales,
corrientes de areas de almacenamiento de carbon, efluentes de plantas de
tratamiento de madera y otras industrias. Ademas, los derramamientos accidentales
de crudo y lixiviados en aguas superficiales y subterraneas durante las extracciones

de petréleo constituyen una fuente importante de HAPs en aguas™®'’.

La fuente principal de HAPs dependera del ambiente industrial dominante. Otras
fuentes son los gases de escape de los automdviles, el desgaste de neumaticos y
del asfalto, la irrigacion de coque sobre efluentes y derrames, y fugas o lixiviados en
tanques de almacenamiento con problemas de corrosion que contengan carbén

bituminoso o asfalto*®1°%°,

A nivel del suelo, puede ocurrir la deposicion de HAPs desde la atmésfera, u otras
fuentes ya mencionadas anteriormente, aunque la principal fuente es la formacién
natural anaerébica de combustible f6sil, el cual es extraido y usado industrialmente

como petréleo, asfalto, alquitréan de hulla y/o creosota.




1.1.3 Exposicién de los HAPs en seres humanos

Un contacto frecuente con los HAPs ocurre a través de la ingestion de comida, ya
sea porque ha sido cocinada en exceso, porque ha sido contaminada durante su
tratamiento o por haber sido preparada aprovechando la combustién de la madera.
En este sentido, la cantidad ingerida varia de acuerdo con el estilo de vida. No
obstante, la comida asada, frita o ahumada, la comida de mar y los aceites
minerales producidos por combustién (como el aceite de oliva y de orujo) son mas
propensos a entrar en contacto directo con este tipo de compuestos
contaminantes®#,

Otras exposiciones importantes en el ambiente urbano son producidas a traves de
inhalacion pasiva y activa del humo del tabaco, humo de la madera y demas
contaminacion atmosférica, asi como el contacto dérmico con el alquitran de hulla
en cosmeéticos y champus o por aire contaminado en plantas procesadoras de

coque, alquitran, asfalto y creosota*®.

1.1.4 Efectos del contacto con HAPs

Existen varias consecuencias del directo con los HAPs, los cuales tienden a
almacenarse en los rifiones, higado y tejido adiposo cuando son consumidos. Asi
por ejemplo, la respiracion de material particulado tiende a producir cdncer a largo
plazo, principalmente de pulmén y de seno. Sin embargo, en seres humanos los
HAPs pueden ser liberados dentro de unos dias de acuerdo con el tipo de HAPs,
evento que generalmente del valor de coeficiente de particion octanol-agua (Kow) del

HAP absorbido por el cuerpo.

El valor del K, para cada HAP determinaré la eliminacion del mismo del organismo
en cuestion, ya que para valores altos de Koy (Mmas de 4 anillos aromaticos) habra
menor permeabilidad en las membranas del organismo por el gran tamafio

molecular del HAP y de este modo poca bioconcentracion, y viceversa??,

Frecuentemente se evallan los metabolitos de los HAPs de forma individual por su
peligrosidad como contaminantes o xenobioticos debido a que pueden ser toxicos o
genotoxicos (teratogénicos, mutagénicos y/o cancerigenos) segun el numero de

anillos fusionados.




1.1.5 Citotoxicidad asociada con los HAPs

Los HAPs de baja masa molecular (hasta 3 anillos) tienden a ser méas citotdxicos al
disolverse méas facilmente en agua, siendo el antraceno de un gran potencial
citotéxico, con un ClLso de 0,352 pM, lo cual lo hace 10 veces mas letal que el BaP?.
Estas medidas se determinaron usando el colorante supravital rojo neutro, el cual
colorea las células viables al atravesar solamente las membranas plasmaticas

intactas y almacenarse en los lisosomas?.

Igualment, los naftalenos son muy peligrosos en medio acuosos debido a su
movilidad y toxicidad. En general, los naftalenos clorados son muy téxicos para los
organismos acuéticos y también son muy persistentes, por lo que las aguas con
altas concentraciones de PAHs no deben ser tratadas con cloro.

Por otro lado, la citotoxicidad de los HAPs pesados esta relacionada con la
presencia de luz ultravioleta y oxigeno, pues al presentarse foto-degradacion se

generan compuestos toxicos tras la excitacion de los HAPs?'.

1.1.6 Genotoxicidad asociada con los HAPs

Por otra parte, se ha comprobado que varios de los HAPs de masa molecular alta
(més de 4 anillos) han producido cancer de pulmén o de piel. Se han generado
también efectos mutagénicos y carcinogénicos mediante fragmentacion del DNA y
formacién de aductos de PAH-DNA en organismos capaces de metabolizarlos,

inluso a bajas dosis. Por ej. Por efecto de exposicion a bajas concentraciones de
BaP 25,28,29,30

El fraccionamiento de la cadena de DNA generado por el metabolismo de los HAPs
es asociado con la activacion de enzimas peroxidasas, lo cual se ha confirmado
principalmente por medidas indirectas de produccion de radicales superoxido en

células polimorfonucleares humanas in vitro®.

Este potencial genotdxico también puede ser apreciable para HAPs de bajo peso
molecular como el naftaleno, el fenantreno y el pireno que se encuentran en la
atmosfera como material particulado, los cuales llevan a cabo reacciones por medio
de radical NOs'.




Dicho radical formado durante las noches a partir del NO, que no puede fotolizarse
y el ozono acumulado durante el dia, segln la reaccion:
NO,+ O3 — NO3™ + O,

Con la cual se generan compuestos nitrogenados (2-nitronaftaleno, 2-
nitrodibenzopiranona y nitropireno lactonas) que demostraron tener gran potencial
mutagénico al causar mutaciones puntuales en las vias de sintesis de histidina en
Salmonella typhiimurium, lo cual fue comprobado mediante el uso de la prueba de
reversién de histidina o test de Ames®'*?. Este test consiste en la expresion de
caracteristicas genotipicas que le permiten crecer sin histidina en el medio de cultivo
a las bacterias, lo cual no es posible en condiciones nativas, debido a la auxotrofia
de la bacteria. Sin embargo, el agente mutagénico causa una reversion que permite
a la bacteria sintetizar la histidina al sustituir las bases y con ello crear mutaciones
en el genoma del organismo por cambio de los codones de expresion, debido
esencialmente a la presencia de indoles en los nucledtidos, lo cual permite a las
cepas mutantes sobrevivir sin histidina®.

De manera similar, se evalu6 el potencial genotoxico en linfocitos humanos, dando
resultados positivos para los tres compuestos, por medio de la prueba CREST
micronuclear modificada, la cual detecta pérdida de cromosomas y eventuales
rompimientos del DNA, asi como la capacidad de expresar citocromo P450 y

epoxido hidrolasas®*2,




1.2 AGUAS CONTAMINADAS CON HAPs

1.2.1 Anélisis de muestras acuosas contaminadas con HAPs

Una estrategia de analisis de los HAPs se muestra en el esquema general

siguiente:

Toma de muestra de matrices
acuosas

v

Extraccion de los HAPs
v
Separacién por Cromatografia

v

Deteccion UV o fluorescencia

Figura 2. Diagrama de bloques con pasos a seguir para el analisis de HAPs en agua

La extraccibn mas simple de HAPs a partir de la muestra acuosa suele ser de tipo
liquido-liquido, lo cual permite el reparto selectivo del analito entre la fase acuosa
de la muestra y un disolvente organico apolar como el n-hexano, el ciclohexano o
el diclorometano. Aunque con dicha técnica se genera gran pérdida de disolvente,
la recuperacion del analito es consideraba buena si se compara con la extraccion
en fase s6lida mediante el uso de sistemas de extraccion fase sélida que retienen

el analito, el cual posteriormente debe ser desorbido para ser recuperado

Posteriormente, se debe seleccionar una técnica para separar los HAPs en el caso
de que éstos se encuentren en una mezcla. En caso contrario, se puede detectar
directamente con un espectrofotdémetro por absorcién en el ultravioleta-visible,
usando una curva de calibracién si la muestra tiene baja concentracion del HAP

(bajo limite de deteccidn y alta sensibilidad si se han eliminado las interferencias).

Para el caso de las mezclas de HAPs, la mejor técnica de separacion y analisis es
la cromatografia, ya sea por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) o

Cromatografia de Gases (GC).La cromatografia en fase reversa es la que se
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considera mas adecuada para la separacion de los HAPs asi como de otros
compuestos orgénicos apolares, debido al gran poder de separacion de esta
técnica cuando se aplica a HAPs. En ella, la fase estacionaria es una matriz de
silice a la que se unen moléculas organicas (hidrocarburos saturados, insaturados
0 aromaticos de diferentes tipos), las cuales seran las causantes de la retencién de
las moléculas del analito y de que éstas eluyan de la columna en un orden u otro
dependiendo de la polaridad de la fase movil, la cual es distinta de la fase

estacionaria.

Otro tipo de cromatografia utilizada es la Cromatografia de Gases (GC). En ella la
fase movil es un gas inerte (N2, He, CO,, Ar) que transporta la muestra vaporizada
por el interior de la columna cromatografica, en la que se encuentra un material
especifico (en forma de sélido como relleno o como liquido adsorbido a las paredes)
que retiene a los analitos. La columna cromatografica (fase estacionaria) se
encuentra controlada térmicamente, para que eluyan los analitos retenidos en la
fase estacionaria (normalmente liquida) en funcion de los puntos de ebullicion y las

solubilidades en ella.

La columna puede trabajarse en modo de isoterma o con un programa de
temperaturas que realice el trabajo de ir eluyendo los analitos del interior de la
columna, debe elegirse de tal forma que su polaridad sea bastante similar a la de los
analitos y para la elucién se utiliza una fase movil de polaridad considerablemente

distinta y asi la polaridad modificaré los factores de retencion.

Posteriormente, se debe seleccionar el sistema de deteccién para la concentracion
de los HAPs separados, lo cual dependera de la sensibilidad que se requiera para la
cuantificacion de cada uno. La mayoria de métodos donde se usa extraccion liquido-
liquido, se realiza la deteccion de los PHAs en el espectro ultravioleta-visible a 254
nm y a diferentes longitudes de onda para cada HAP por separado. Se pueden
también detectar por fluorescencia fluorescencia con una longitud de onda de

excitacion de 280 nm para absorcién y 389 nm para emision®*.
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1.2.2 Principales métodos de descontaminacion de aguas contaminadas con
HAPs

Debido a la preocupacion por la ubicuidad y persistencia de los HAPs en el medio
ambiente, es necesario realizar la descontaminacion de los cuerpos de agua
contaminados con HAPs. Es por ello que muchas agencias ambientales, como las
de la Comunidad Europea (EC, European Community), la Agencia
Norteamericana de Proteccion Ambiental (U.S EPA) y el Consejo Canadiense del
Ministerio del Ambiente (Canadian Council of Ministers of the Environments) han
desarrollado legislacion dirigida a las industrias que extraen, refinan, almacenan y

transportan este tipo de contaminantes apolares®.

La Conferencia Internacional para prevenir la Contaminacion de las Aguas del Mar
por Hidrocarburos de 1962 en su resolucion 9, expidio el acuerdo con el gobierno
para los casos de recogida de hidrocarburos procedentes del drenaje de las
maquinas de los buques, en los puertos no dotados de instalaciones adecuadas de
recepcidbn o por accidentes debido a los accidentes por derrames que han

ocasionado grandes desastres ambientales®.

Los principales métodos que contribuyen en la eliminacién de los HAPs presentes
en el agua subterrdnea o superficial, ya sea por un emplazamiento contaminado u

otras fuentes ya mencionadas, son:

e Foto-oxidacion:

Debido a que algunos HAPs se oxidan facilmente en la atmdsfera con la luz
ultravioleta, existen métodos, clasificados entre las Tecnologias de procesos
Avanzados de Oxidacion (TAO), basados en la foto-degradacion inducida por
radiacion ultravioleta en ausencia de un catalizador o en presencia de un
catalizador (degradacion foto-catalitica), de modo que el contaminante absorbe

energia y es excitado electronicamente sufriendo subsecuentes transformaciones.
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En este proceso el oxigeno reaccionante se encuentra disuelto en el agua y se
requiere de la presencia de grupos radicales hidroxilo del agua para iniciar el
proceso. A su vez, se deben generar varias fragmentaciones para la obtencién
final de CO,, agua y &cidos inorganicos, lo cual dependerd principalmente de la

cantidad de luz solar o ultravioleta y los niveles de concentracion del oxigeno.

En la fotocatdlisis se incluye un material semiconductor (TiO2, generalmente) que
absorbe el PAH y posteriormente la radiacion ultravioleta y asi indirectamente
degrada los contaminantes por medio de reacciones redox*. Esta técnica es de
gran interés para eliminar HAPs en aguas en los casos en que no sea posible la

degradacion microbiana (cuando se debe degradar HAPs de alto peso molecular).

e Oxidacién quimica:

La oxidacion suele ser apropiada como un pre-tratamiento para HAPs de alta masa
molecular o HAPs en ambientes muy hostiles para el crecimiento de microbiota
nativa (en sitios de derrames de crudo o ambientes industriales), Sin embargo,
debe ir acompafiada por una técnica complementaria, ya que la oxidacion soélo
atenda el contaminante, pero no lo elimina, generando en algunas ocasiones

productos mas téxicos que los propios HAPs®'.

Las opciones mas reconocidas por su rapidez y eficiencia se agrupan en los
Procesos de Oxidacién Avanzada (AOPS por sus siglas en inglés), donde se crea
una interfase con un compuesto inorganico que absorbe el PAH en la suspension

acuosa, entre los cuales se destacan:

UV/H,0,, UV/ozono, ozono/H;0,, Fenton y UV/TiO, ya mencionada, aplicadas
tanto para componentes de la gasolina (entre ellos el metil-ter-butil-eter o MTBE)

como para los HAPs.

Sin embargo, se deben tener en cuenta las interferencias presentes en el agua,

como los compuestos inorgéanicos y orgénicos, el pH y los metales que afectan la
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eficiencia del proceso, de modo que la interfase dependerd de la matriz a
recuperar y del presupuesto, pues se trata de técnicas solo aplicables fuera del
sitio de contaminacion (off-site: traslado del agua a tratar), asi que su aplicacion en

aguas subterraneas puede presentar inconvenientes para el traslado® %"
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e Adsorcién en particulas sélidas:

Una opcidn para recuperar aguas subterraneas contaminadas con HAPs es la
instalacion de barreras permeables reactivas (PRBs) en el subsuelo, las cuales se
rellenan con un material reactivo oxidante que transforma los contaminantes, o con

un material adsorbente que los retiene, reduciéndose asi su movilidad y toxicidad.

Esta técnica PRB combina varios procesos de acuerdo con material reactivo a
utilizar. La eleccién de este material dependera del grado y tipo de contaminacion
en las aguas, de las interferencias presentes o calidad del agua a tratar, y de la
caracterizacion del suelo para conocer la viabilidad de la PRB. De este modo,
pueden usarse tratamientos fisicos, quimicos o biolégicos para recuperar el agua

contaminada.

La principal ventaja de este método es que opera in-situ, sus operaciones son
reducidas, posee mantenimiento de bajo costo, y ademéas pueden implementarse
otras opciones para mejorar el proceso (catalizadores metalicos, agentes
quelantes para inmobilizar metales, nutrientes y oxigeno para biorremediacion

usando medios permeables con oxigeno)*.

e Degradacion por transformacion microbiolégica:

Las aguas contaminadas con HAPs, tanto saladas como dulces debido a las
diversas fuentes ya mencionadas, pueden ser tratadas aprovechando la capacidad
que tienen algunos microorganismos para degradar HAPs en sustancias inertes,
CO, y agua. Esta metodologia puede aplicarse de varias formas, ya sea como lodo
activado (Microorganismos en estado suspendido), o con los microorganismos
retenidos en un soporte soélido (microorganismos inmovilizados) que puede
presentarse en diferentes modelos (por ejemplo, a manera de disco de material
organico o metalico con el soporte interno para los microorganismos). Esta
aplicacion con soportes soélidos posee la ventaja de que pueden manipularse mas
facilmente las condiciones propicias para el crecimiento de los microorganismos.

Algunas cepas del género Pseudomonacea han demostrado un metabolismo muy
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versatil al lograr degradar HAPs de diversas masas moleculares, pero como toda
técnica deben optimizarse las condiciones para obtener resultados mas rapidos y

eficientes.

2. ANTECEDENTES

2.1 Pseudomonas spp

Las Pseudomonas son un género de bacterias con forma de bacilos que presentan
una membrana interna que rodea el citoplasma bacteriano, una pared celular
exterior constituida de peptidoglicano y una segunda membrana externa. La capa
de peptidoglicano en estas bacterias se presenta mas delgada al tener un segundo
recubrimiento, y con un espacio entre membrana interna y externa llamado espacio

periplasmico, que posee muchas enzimas encargadas del transporte de nutrientes.

Estas bacterias se clasifican como gram negativas segun la respuesta a la tincién
diferencial Gram (genera coloracion azul-morado para gram positivas que solo
poseen una capa gruesa de peptidoglicano y coloracion rosado-fucsia para gram
negativas)*. La explicacién para esta diferencia de respuestas hacia los colorantes
se debe principalmente por el mayor contenido de lipidos en las bacterias Gram
negativas en comparacion con las bacterias Gram positivas, ya que el tratamiento
con alcohol-acetona (decoloracion) extrae los lipidos de las bacterias Gram
negativas y asi se aumenta la permeabilidad de la pared celular (en las Gram
positivas hay reduccion de la permeabilidad por deshidratacion), asi el complejo
insoluble de violeta de genciana-lugol, creado en la tincion diferencial se decolora
facilmente y resulta solo la observacién del colorante de contraste fucsia

(safrarina)®.

Otras caracteristicas estructurales de las Pseudomonas spp es la presencia de
flagelos dificiles de observar al microscopio y de composicidn proteica que
cumplen la funcion de coordinar los movimientos de acuerdo a las sustancias
quimicas en su medio ambiente (quimiotaxis) e igualmente en algunas cepas la

presencia de capsulas en la parte exterior de la pared celular formadas por
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polisacaridos (poli-B-hidroxibutirato en el caso de algunas Pseudomonas) que
ayudan en la adhesion a superficies, proteccion a la fagocitosis o como material de

reserva®.

2.2 REQUERIMIENTOS PARA EL CRECIMIENTO BACTERIANO™

A nivel celular los pardmetros que afectan el crecimiento de los microorganismos

aerobios como las Pseudomonas son:

La temperatura: Para las Pseudomonas spp la mejor condicion de crecimiento
corresponde entre 25 a 30°C, aunque algunas pueden crecer a 41°C o incluso
debajo de 45°C hasta los 10-15°C (mesofilicas) y otras por debajo de 15-30°C
hasta llegar de 0-4°C (psicrofilicas) que se adaptan gracias cierta tipo de acidos

grasos insaturados presentes en sus membranas plasmaticas.

Concentracion de O,: Aunque generalmente exista gran cantidad disponible en el
agua, los microorganismos aerobios (reciben oxigeno como aceptor final de
electrones en la respiracion) y aerobios facultativos (cambian su tipo de
metabolismo entre aerobio y anaerobio) exhiben un gran rango de respuesta al
oxigeno molecular, ya sea para controlar la acumulacion letal de superéxido
(superéxido dismutasa), para descomponer el peréxido de hidrégeno (catalasa y/o
peroxidasa) o en este caso para oxidar compuestos arométicos como los HAPs

(oxigenasas, dioxigenasas, entre otras).

Concentracién de ion hidrégeno (pH): para cada organismo el rango de pH en

gue puede crecer consta de 3 rangos cardinales:
pH minimo, por debajo del cual no puede crecer
pH méaximo, por encima del cual no puede crecer

pH optimo, donde el organismo crece mejor
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Muchas bacterias poseen un orden creciente en la velocidad de crecimiento entre
el pH minimo y el pH 6ptimo y un correspondiente orden decreciente entre el pH
optimo y el pH méximo, lo cual refleja el efecto de cambio en la concentracion del

ion hidrégeno en las velocidades de reaccién enzimatica.

Durante la preparacion y durante el uso del medio de cultivo, debe considerarse
siempre el pH 6ptimo de crecimiento del organismo deseado e incorporar buffers
para mantener el pH del medio afectado por los productos de desecho de las

bacterias durante el crecimiento.

Para muchas cepas de Pseudomonas el pH minimo se encuentra en 5.6, el pH

optimo entre 6.6-7.0 y el pH maximo de 8.0.

Disponibilidad de agua: la disponibilidad de agua es el factor critico que afecta el
crecimiento de todas las células y ello dependera de la humedad relativa en la
atmosfera o su presencia en solucion o en una sustancia (actividad del agua). Esta
actividad es afectada por la presencia de solutos como las sales o azlcares
disueltos en el agua y mientras més alta es la concentracion del soluto, mas baja

serd la actividad del agua y viceversa.

Los microorganismos viven sobre un rango de actividad del agua entre 1.0-0.7, en
la sangre humana hay 0.99, el agua del mar es 0.98 y en suelos de agricultura el

rango es de 0.9-1.0.

La clasificacion de las bacterias segun su crecimiento a diferentes concentraciones
de NaCl (la sal mas comun en la naturaleza bajo amplios rangos de concentracion)

es:

Medio hal6filos: requieren entre 1-6% de sal para crecer

Hal6filos moderados: requieren entre 6-15% de sal para crecer
Hal6filos extremos: requieren entre 15-30% de sal para crecer
Halotolerantes u osmotolerantes: crecen mejor en ausencia de NacCl

Osmoafilos: son capaces de crecer en medios con alto contenido de azlcar
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Respecto a las Pseudomonas la minima actividad del agua en la que son capaces
de crecer es para 0,91, lo que las sitia en el rango de osmotolerancia o

halotolerancia.

Nutrientes para poder degradar los sustratos: las sustancias requeridas para
generar energia y biosintesis celular en el medio de cultivo se clasifican en:
Elementos mayoritarios: C, H, O, N, S, P, K, Mg, Fe, Cay Mn.

Elementos traza: Zn, Co, Cuy Mo.

Estos elementos se encuentran como iones inorganicos y pequefias moléculas en el

agua y su composicion varia de acuerdo al género de bacteria.

En general cada medio salino para microorganismos debe poseer estrictamente lo

siguiente:

Nitrogeno (en forma de nitrato o amoniacal): constituyente de aminoacidos,

acidos nucleicos, nucleétidos y coenzimas

Fosforo (en forma de fosfatos): como constituyente de los &cidos nucleicos,

nucledtidos, fosfolipidos y demas

Azufre (en forma de sulfatos): como constituyente de la cisteina, metionina,

glutation y varias coenzimas

Potasio (en forma de sales): como constituyente de cofactores de ciertas enzimas

y principal cation inorganico celular para obtener energia

Magnesio (en forma de sales): como constituyente de cofactores de ciertas

reacciones enzimaticas y cation celular

Calcio (en forma de sales): como constituyente de ciertas enzimas y componente

de endosporas)

Hierro (en forma de sales): como componente de citocromos, enzimas con grupo

hemo y componente prostético de enzimas como las involucradas en el ciclo de
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Krebs y cofactores para ciertas enzimas como las di-oxigenasas y mono-oxigenasas

involucradas en la oxidacion de los HAPs. (bacteriW y Fe articulog)

Este ambiente bioquimico (nutricional) se encuentra disponible como medio de
cultivo y dependiendo de la necesidad particular de cada bacteria existe gran
variedad de medios de cultivo con diferentes propésitos y usos. De este modo el
medio liquido se usa para el crecimiento de cultivos puros por lotes (batch), mientras
el medio sdlido o semisdlido (agar) se usa principalmente para el aislamiento de

cultivos puros usados varios propositos.

2.3 FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA BIODISPONIBILIDAD

A nivel abidtico los parametros determinantes de la biodisponibilidad (fraccion del
contaminante presente en el agua que pueda ser transferida a los tejidos de un

organismo durante su tiempo de vida) son:

El equilibrio de particion: en el caso de los HAPs depende del caracter
hidrofébico ya mencionado, el contenido de lipidos del organismo y las
caracteristicas del agua (contenido de sedimentos como material organico). Dicha
distribucion en el medio contaminado determina en gran parte la magnitud de la
biotransformacion por el microorganismo, esto debido a que por la baja solubilidad
en agua y altos coeficientes de particion octanol-agua, la concentracion de los
HAPs en agua sera muy baja y de este modo se acumulan en los finos granos de

sedimentos a manera de reservorio.

De forma general para naftaleno, antraceno y fenantreno entre el 15 al 30%
permanece unido al material organico disuelto presente en el agua, y en mayor
proporcién para hidrocarburos con Kow<5,00, ademas, influyen otros factores
abioticos generados por procesos dindmicos (drenaje, lluvias, etc) tal como se

muestra en la figura 3.
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Figura 3. Procesos dinamicos envueltos en la disminucién de la biodisponibilidad para los
HAPs.

Especie de microorganismo: el otro pardmetro, independiente de la
biodisponibilidad que exista del HAP en el medio acuoso, es la capacidad de
transporte que tenga el microorganismo para cada HAP, ya que segln sus
propiedades fisico-quimicas, el contaminante podra permear a nivel celular de
acuerdo con la solubilidad de las moléculas en el tejido graso de la membrana

externa e interna del organismo.

Existen cepas de Pseudomonas que han inducido la sintesis de biosurfactantes en
presencia del antraceno, aumentado de esta manera la biodisponibilidad del HAP
en el ambiente y esta produccion de un surfactante (posiblemente ramnolipido)
puede ser estimulada debido a la presencia de hierro en forma de una sal
adecuada (soluble en agua y bajo una concentracion no toxica para el

microorganismo).

La ruta de esta sintesis puede ser estudiada, ya sea por técnicas electroforéticas
(en una dimensién 1D o en dos dimensiones 2D) para determinar las enzimas
implicadas y/o por técnicas mas complejas como marcaje isotopico o HPLC-

espectrometria masas™.
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2.4 ASPECTOS GENERALES DE LAS RUTAS METABOLICAS PARA
ALGUNOS HAPs POR Pseudomonas spp

Los pasos metabdlicos iniciales llevados a cabo por enzimas oxidativas en las
Pseudomonas son especificos para cada uno diferentes compuestos aromaticos.
Sin embargo, una vez que se genera el rompimiento del anillo aromatico, y los
pasos posteriores para generar los metabolitos intermediarios, éstos son

generalmente degradados en el ciclo de Krebs.

¢ Naftaleno

La degradacion del naftaleno por bacterias del género Pseudomonas es
probablemente la ruta mas estudiada de biodegradacion de HAPs. Esta
degradacion consiste en la oxidacion del naftaleno mediante la incorporacion a la
molécula de HAP de los 2 atomos del oxigeno molecular para dar un intermediario
(+)cis-(1R,2S)-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno. Esta ruta utiliza sistemas de enzimas
multicomponentes de dioxigenasas NAP doxg7 (flavoproteina o reductasanar a
reducir, una 2-hierros, 2 sulfuros ferredoxina NAP a oxidar y oxigenasa terminal
ISPnap @ reducir)46. La masa molecular del terminal dioxigenasa ISPnap Se€
compone de 2 subunidades de 55 y 20 kD determinadas por medio de

electroforesis SDS-PAGE para las subunidades a y B, respectivamente®’.

El segundo paso en la degradacion es la conversion de cis-(1R,2S)-dihidroxi-1,2-
dihidronaftaleno a 1,2-dihidroxinaftaleno catalizada por naftaleno (+)-cis-dihidrodiol
deshidrogenasa, con una masa molecular de 102 kD y que requiere NAD" como
aceptor de electrones. El préximo paso es el rompimiento enzimético de 1,2-
dihidroxinaftaleno a cis-2-hidroxibenzalpiruvato, el cual es convertido via series de

dioxigenasas a salicilato y piruvato.

Posteriormente, el salicilato es oxidado a catecol por salicilato hidroxilasa, que
puede sobrellevar fision orto o meta dependiendo del metabolismo bacteriano. No
obstante, algunas bacterias del género Pseudomonas testosteroni convierten el

salicilato a acido gentisico (Ver figura no.4)
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Figura 4. Ruta de degradacion del naftaleno por algunas bacterias del género

Pseudomonas.
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e Antraceno

Loa hidrocarburos arométicos triciclicos pueden también ser mineralizados por
bacterias del género Pseudomonas aisladas de agua dulce y ambientes marinos.
En este caso, el antraceno se convierte inicialmente en el intermediario oxigenado
el cis-(1R,2S)-dihidroxi-1,2-dihidroantraceno, para luego ser biotransformado en
1,2-dihidroxi-antraceno por la via NAD"-dependiente dihidrodiol deshidrogenasa.
Luego, este producto es oxidado por fision del anillo aromatico a acido cis-4-(2-
hidroxinaft-3-il)-2-oxobut-enoico con la subsecuente conversion a &cido 2-
hidroxinaftoico. Los productos de la fisién del anillo son metabolizados hacia
salicilato y catecol a través de 2,3-dihidroxinaftaleno. De esta forma, se degrada a
simples compuestos alifaticos por una via similar a la conversion del catecol

generada en el naftaleno (Ver figura no. 5)*.

¢ Fenantreno

Las bacterias del género Pseudomonas oxidan inicialmente el fenantreno en las
posiciones 1,2 y 3,4 para formar el cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidrofenantreno o cis-3,4-
dihidroxi-3,4-dihidrofenantreno. Sin embargo, el isdmero 3,4 es el predominante y

posteriormente es convertido a 3,4-dihidroxifenantreno.

Asimismo, los productos del rompimiento del anillo son metabolizados a acido 1-
hidroxi-2-naftoico, el cual es posteriormente descarboxilado a 1,2-
dihidroxinaftaleno, el cual es sometido a rompimiento meta para formar acido
salicilico, el cual puede a su vez ser degradado via formacion de catecol o 4cido
gentisico. Sin embargo, ambas vias implican fisibn del anillo para formar

intermediarios del ciclo de Krebs.

Existen a su vez otros tipos de metabolitos encontrados en el género
Pseudomonas a partir de fenantreno, entre ellos el 1-naftol junto con el &cido 1-
hidroxi-2-naftoico y el acido salicilico e igualmente la formacién de acido o-ftalico,

las cuales han sido reportadas ultimamente en la literatura (figura no. 5).
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Figura 5. Ruta de degradacion propuesta para el antraceno (izq) y para el fenantreno (der)

o
I

por algunas bacterias del género Pseudomonas.

e Pireno

La biodegradacion del pireno, un HAP pericondensado, ha sido investigada
principalmente para la cepa Ps. saccharophila P15, la cual transformé cis-4,5-
dihidroxipireno a pireno-4,5-diona. Esta biotransformacion se deberia
probablemente a la oxidacion de cis-4,5-dihidroxi-4,5-dihidroxipireno a 4,5-
dihidroxipireno, posterior autooxidacién de este metabolito (ver figura No.6), tal
como ya se ha visto con los otros HAPs, para finalmente producir los metabolitos
gue forman parte del ciclo de Krebs, con intermediaros detectados en Ps. stutzeri

que luego siguen una de las rutas metabdlicas del fenantreno, como: fenantreno-
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4 5-dicarboxilato, fenantreno 4-carboxilato, cis-3,4-fenantreno-dihidrodiol-4-

carboxilato y 3,4-dihidroxi-fenantreno.*®

H
OH l I OoH l I o
OH o

pireno cis-4,5-dihidroxi-4,5-dihidropireno cis-4,5dihidroxipireno pireno-4,5-diona

Figura 6. Ruta de degradacion detectada para el pireno por Pseudomonas saccarophila.

3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los pasos seguidos en la evaluacion de la bioestimulacién se basaron en
vertimientos simulados de distintos HAPs sobre agua (naftaleno, antraceno,
fenantreno y pireno), de modo que pudiera estudiarse el efecto del hierro sobre el
proceso de biodegradacion. Para ello se trabajé con dos aislados nativos de cepas

Pseudomonas.

3.1 CEPAS BACTERIANAS Pseudomonas spp ESTUDIADAS

3.1.1 Tratamiento para las muestras de suelo contaminado

La obtencién de los microorganismos nativos se realiz6 a través de 2 muestras de
suelo del Departamento de Santander, una con microorganismos adaptados a la
presencia de HAPs procedente de suelo del Complejo Industrial en
Barrancabermeja del ICP (Instituto Colombiano de Petr6leo) y otra muestra con
microorganismos no adaptados a la presencia de HAPs procedente de suelo

boscoso de La Mesa de los Santos.
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e El procesamiento de la muestra consistié en la diluciéon de 10,0 g. en 9,00
mL de solucion salina (0,89% de NacCl) esterilizada en autoclave (15 psi y
120 °C por 15 min) y posterior preparacion de diluciones asépticamente de
1,00 mL de ésta muestra en tubos de ensayo con 9,00 mL de solucién
salina estéril y asi se logré el aislamiento del consorcio de microorganismos
(figura 7).
3.1.2 Aislamiento de la familia Pseudomonaceae
Conociendo la gran eficiencia y versatilidad de las Pseudomonas spp para
degradar compuestos persistentes en el ambiente, su aislamiento del resto de
microflora presente en el suelo contaminado se llevo a cabo usando medio sélido

Cetrimida, el cual es selectivo para la familia Pseudomonacea (la cual en su gran

mayoria toleran la presencia de la cetrimida), el cual consta de:

Peptona de gelatina 20,0 g

MgCl, 1,409
K2SO,4 10,0 g
Agar-agar 13,69

Bromuro de N-cetil-N,N,N-trimetilamonio (cetrimida) 0,300 g

pH 7,240,2 a 25°C

La preparacion de dicho medio consiste en la adicién a un erlenmeyer de 45,3 g
del agar cetrimida y 10 mL de glicerina por litro de medio disuelto en agua
destilada. Luego se procedio a esterilizar en autoclave (121°C durante 15 minutos),
y por ultimo se depositada asépticamente en cajas Petri estériles, de modo que
tras el enfriamiento se obtiene el medio sdlido en cuestion y se almacena entre 4,0
y 10°C para su utilizacion posterior. Luego de homogenizar cada una de las
diluciones realizadas a la muestra, se procedié a incubar en el medio sélido

preparado a 35°C por 24 horas.
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La técnica usada para obtener cultivos puros o axénicos, se denomina siembra de

dilucion por estria en placa de agar y consistio en:

e Para cada dilucion de las 2 muestras de suelo se tom6 un in6culo de 1 mL
con ayuda de un asa de anillo metélica esterilizada con un mechero de
Bunsen y enfriada al aire, pero de tal forma que cada vez que se destapara

el tubo de ensayo con la dilucion fuera flameada la boca del tubo

e Fueron realizadas estrias sobre la placa de agar cetrimida, para asi diluir el

inoculo y lograr el aislamiento de los microorganismos presentes.

La técnica de siembra consistié en estrias a 90° una de la otra y a lo ancho de la

placa, esterilizando y enfriando el asa entre cada una®*.

10 g é mL 1 ml. 1 ml. 1 ml. 1 ml.
woporra| (Y [ [
0-3
107t
@ ml. 9 ml. 2 ml. =% vell ¥
J0 el 1ij 1le 1ﬂix

Figura 7. Esquema completo de la técnica: siembra de dilucion (izq) por estria en placa de

agar (der) aplicado a las muestras de suelo.

e Se incubaron las siembras a 37°C por 24 horas y finalmente se observo las
diluciones donde hubo una mejor separacion de colonias, las cuales se
usarian posteriormente como inéculos para cultivos puros. Sin embargo, se
realizd previamente un frotis de microorganismos tefiidos con la técnica de
Gram descrita méas adelante, con el objeto de confirmar la pureza del cultivo

y la morfologia al microscopio de bacilo Gram negativo.

3.1.3 Clasificacién e Identificacion de las cepas aisladas

Ya habiendo obtenido el aislamiento de 2 colonias diferentes (descendientes cada

una de una sola especie) se procedio a definir la taxonomia microbiana, para lo cual
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fue imprescindible llevar a cabo la identificacion de las cepas bacterianas aisladas
en base a la combinacién de varios métodos, para luego comparar las
caracteristicas de las cepas aisladas con las caracteristicas de las especies
conocidas.

Esta descripcion se encuentra en el Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology™.

Las propiedades que usa este manual para clasificar las bacterias son las
morfolégicas, el tipo de pared y el tipo de metabolismo. Puede ocurrir que esta sea
una nueva bacteria, en ese caso comparando con las ya descritas sélo se puede
decir que se parece mucho a una especie ya descrita pero que no pertenece a la

misma usando claves dicotomicas a manera de diagrama de flujo.

+ Clasificacion e Identificacién basada en criterios morfolégicos:

Las colonias de cada especia bacteriana son diferentes, asi que las cepas nativas

aisladas fueron caracterizadas macroscopicas segun lo siguiente:

e Forma de la colonia: puntiforme, circular, irregular, alargada, fusiforme,

filamentosa, rizoide, etc.

e Elevacién de la colonia: aplanada, elevada, pulvinada, convexa,

umbonada, umblicada, etc.
e Colory olor dela colonia.

e Consistencia: mucoide (acuosa 0 encapsulada caracteristico de
organismos antigénicos), lisa o uniforme (caracteristica de cepas salvajes
recién aisladas), rugosas o granuladas (posibles cepas mutantes), con

anillos concéntricos, eftc.

e Borde de la colonia: continuo, ondulado, lobulado, erosionado,

festoneado, filamentoso, etc.

e Opacidad: transparente, opaca, etc*.
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+ Clasificacion e Identificacion basada en criterios de tincién con Gram:

Para el examen con microscopio Optico de preparados o frotis se us@ la tincion con
Gram, debido a que es una técnica rapida y sencilla, la cual clasifica las bacterias
segun la morfologia microscépica observada. De forma simultdnea, se determiné
la importante clasificacion relacionada exclusivamente con la pared celular, que
divide las bacterias en dos grandes grupos, las Gram positivas y las Gram

negativas.

La morfologia microscopica clasifica las bacterias segun su forma esférica (cocos),
cilindrica (bacilos), de coma (vibrios) o helicoidal (espirilos o espiroquetas si

presentan muchas espirales).

Los bacilos como las Pseudomonas solo suelen presentarse aislados, en pares, en
cadena, en forma de fibras y algunos con los extremos mas delgados (fusiformes)

segun la cepa®.
La técnica de tincion consiste en:
Primero se preparo el frotis:

e Con ayuda del asa en anillo se tomé una colonia de la cepa a observar, la
cual fue diluida con una gota de solucion salina estéril al 0,89% de NaCl y
se extendi6é en un portaobjetos, aunque cuando la muestra era de un medio

con de caldo de cultivo este Ultimo paso se omitia.
e A continuacion, se fijo la muestra por calentamiento con un mechero de
Bunsen y enseguida se dejé enfriar y secar junto al mechero o en un horno.

La tinciobn de Gram del frotis preparado consistié en:

e Se afadid al frotis frio unas gotas de colorante violeta de genciana (tifie a
todos los microorganismos), de modo que cubriera bien la muestra fijada y se
dejo actuar por 1 minuto exactamente. Inmediatamente se lavo con ayuda de

un frasco lavador lleno de agua.
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A continuacion, se afiadié unas gotas de Lugol (yodo y Kl en solucion), el
cual actu6 como mordiente precipitando el violeta de genciana, igualmente se
dejo por 1 minuto y se lavo.

e Luego se decolora por unos 5 segundos con una mezcla de alcohol 95° y
acetona. Esta mezcla decolora a las bacterias Gram negativas debido a su
diferente estructura de la pared celular (tamafio de los poros).

e Por ultimo, se agreg6 unas gotas de safranina, se dejo actuar por 30 minutos
y lavé enseguida. Este es el colorante diferenciador que tifie solo las
bacterias Gram negativas.

e La observacion del frotis tefiido se realiz6 con un microscopio Optico marca

Zeiss con 4 lentes CP-Achromat; para esto se trabajo primero el objetivo 10x

para localizar la muestra y posteriormente se gradud el objetivo de inmersion

100x, haciendo antes agregado una gota de aceite de inmersion en el lugar a

observar ya localizado.

Las bacterias entonces fueron descartadas (cocos violetas o rosados) o aceptadas

(bacilos rosados o gram negativos) al ver su forma y coloracion.

+ Clasificacion e identificacién basada en criterios metabdlicos*:

Para finalizar la recopilacion de caracteristicas a comparar con las expuestas en el
Manual de Bergey, por medio de pruebas bioquimicas se determind para cada
cepa aislada si puede fermentar azlcares, la presencia de ciertas enzimas, la

degradacion de compuestos, produccién de compuestos coloreados, etc.

Prueba para la catalasa:

En principio se comprob6 la presencia de la enzima catalasa presente sélo en los
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos que contienen citocromo,
como en el caso de las Pseudomonas, la cual se realiz6 por el método del

portaobjetos:
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e Con el asa de siembra se recogio una colonia de 24 horas y se coloc6 en un
portaobjetos limpio, luego con un gotero o pipeta Pasteur se agregé una

gota de H,O, al 30% sobre la colonia sin mezclarla.

Interpretacion: La presencia de la enzima catalasa se evidencia al observar

burbujas.

Prueba para lareduccion de nitratos:
El medio de cultivo en agua destilada para la nitrato reductasa fue:

e Agar cetrimida 8,0 g/L para suministrar los nutrientes bésicos. A éste se
agrego6 1,0 g/L de KNOg3, Posteriormente, fue envasado en tubos de ensayo
(uno para el caldo y otro para el blanco) con tapa, para generar la
anaerobiosis luego de calentar 15 minutos en bafio Maria (eliminacién de
0O,). Luego. se ajusto el pH en 7,0+0,2 a temperatura ambiente y por Gltimo

fueron esterilizados.

Luego se marcar cada tubo por cepa y el blanco, se inocul6 asépticamente por
puncion con colonias de 24 horas (excepto el tubo del blanco), incubando cada
tubo a 37°C por 24 horas y determinandose si habia presencia de los siguientes

productos, asi:

NHs: se agregé 1 mL de reactivo de Nessler (iodomercuriato de potasio) a una

porcién del cultivo. La prueba es positiva si se observa un precipitado color ladrillo.

NO;,: se agregé 2 gotas de &cido sulfanilico al 0,8% p/v en é&cido acético

concentrado y luego 2 gotas de alfa-naftilamina al 0,5% p/v en el mismo acido.

Interpretacién: Para la presencia de amoniaco la prueba es positiva si se observa
un precipitado ladrillo (rojo o café),. Si no se observa puede ser que el nitrato no se

redujo o que se redujo todo a Na.

La prueba del nitrito es positiva si se observa una coloracion rojiza en la superficie.

En caso de no observarse, se agrega una pizca de zinc en polvo, si no hay
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cambios la prueba es positiva para nitrato reductasa al no haber nitrato presente,
pero si hay color rojo esta vez, la prueba es negativa al ser reducido el nitrato a

nitrito por el zinc.

Prueba para fermentacion de glucosa con rojo de fenol:

Debido a que el rojo de fenol tiene un rango de viraje de 6,8 indicando acidez de
color amarillo-naranja y basicidad de color rojo intenso, la prueba de oxidacion-

fermentacion de glucosa consistio de:
El medio de cultivo en agua destilada para fermentacion de glucosa consistio en:

e Peptona de gelatina: 2,0 g/L, NaCl: 5,0 g/L, K;HPO4: 0,3 g/L y 0,018 g/L de
indicador rojo de fenol a 3 tubos de ensayo con tapa para cada cepa, de
modo que un tubo se tapé completamente (anaerobiosis), otro fue sellado
con una gasa o algodoén para que pueda entrar aire, pero evitando que se
contamine (aerobiosis) y por Uultimo dos tubos fueron dejados como

referencia (con tapa y cubierto con gasa).

El pH fue ajustado en 7,4+0,2 a temperatura ambiente y luego fueron

esterilizados los tubos.

Finalmente en frio se agregd 5 g/L de d-glucosa al medio de cultivo y se

marco cada tubo segun su caracteristica y la cepa a inocular.

A excepcion de los tubos de referencia, los tubos enfriados se inocularon
aseépticamente con colonias de 24 horas, el tubo para aerobiosis se inoculd con un
asa recta sobre la superficie del agar, pero el tubo para anaerobiosis fue purgado
15 minutos en bafio Maria para eliminar el O,, luego de enfriar, se destapd e
inoculo junto al mechero por puncion al fondo del medio, y se dejaron incubando a

37°C por 2 a 3 dias junto a los tubos de referencia.
Interpretacion:

Metabolismo oxidativo: solo es positivo para el tubo cubierto con gasa por
presencia de acidez, indicada por el viraje del rojo de fenol a naranja claro y el tubo

con tapa debe seguir de color rojo-naranja en medio neutro.
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Metabolismo fermentativo: solo es positivo para el tubo cerrado con tapa con
presencia de acidez, indicada por el viraje del rojo de fenol a naranja claro y el tubo
cubierto con gasa puede presentarse de color rojo-naranja por pH neutro o de

color naranja claro por acidez.

Tubo de referencia: tanto el tubo cubierto con gasa como el tubo tapado deben

permanecer con el color original rojo-naranja del pH neutro.

Prueba para la lecitinasa:
El medio sélido para la prueba de la lecitinasa consisti6 en:

e La receta ya mencionada para el agar selectivo cetrimida para una caja de
Petri que contiene los nutrientes basicos y ademéas se afadié K;HPO,: 1,3

g/L y NaCl: 0,5 g/L en agua destilada.

Luego de esterilizar y a 60°C se afiadio a la caja de Petri de forma aséptica:
0,5 g/L de d-glucosa y 0,6 g/10 mL de yema de huevo (la cascara del huevo
fue lavada primero con etanol industrial); se homogeniz6 la mezcla y se
ajusto el pH en 7,3+0,2 en esta temperatura para evitar contaminacion del

material esterilizado.

Con un marcador indeleble, se marcaron los 2 sectores para cada cepa en la base
de la caja Petri y luego de inocular con un asa recta en forma de una estria, con

colonias de cada cepa de 24 horas, para luego se incubaron a 37°C por 24 horas.

Interpretacion:

La presencia de un halo opaco alrededor del lugar donde crecid la bacteria, es
prueba positiva para la accion de la enzima lecitinasa sobre la yema del huevo,

esto debido a la fosfatidil colina o lecitina, un fosfoglicérido presente en la yema.

Prueba para la hidrdélisis del almidén:
El medio sélido para esta prueba consistio en:
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e El procedimiento ya mencionado usando el agar selectivo cetrimida para 2
cajas Petri (una para inocular y otra de referencia), pero ademas se anadi6
10 g/L de almidon soluble. Luego se ajusto el pH en 7,5+0,2 a temperatura

ambiente y se esterilizo.

Por dltimo, se marco 2 sectores, uno para cada cepa en la base de la caja Petri, se
inocul6 en forma de una estria con colonias de cada cepa de 24 horas con ayuda

del asa en anillo y se incub6 por 24 horas a 37°C.

Pasada la incubacion, se cubrid con cuidado (por separado cada sector) la
superficie de las cajas Petri con la solucion de yodo (Lugol al 5%) usada en tincion

con Gram, de modo que el almidén se tifiera de azul.

Interpretacion:

Si se observan zonas claras o transparentes alrededor de las colonias bacterianas,

es prueba positiva para la hidrolisis del almidén.

Prueba de produccion de pigmentos para Pseudomonas spp:

La capacidad para producir pigmentos como pioverdina (fluoresceina) y piocianina
es una caracteristica importante para la identificacion de especies de Pseudomonas.
Algunas de ellas elaboran sélo fluoresceina (como Ps. fluorescens) y otras ambos
pigmentos (como Ps. aeruginosa). La piocianina solamente es producida por Ps.
aeruginosa aunque no todas las cepas de esta especie la producen. Se han
disefiado medios de cultivo que potencian la elaboracién de uno de los pigmentos e

inhiben la formacién del otro, los cuales son:
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Para la diferenciacion de especies en base a la produccién de piocianina y
piorrubina:
e Medio King A o Pseudomonas agar P:
Se preparo el mismo agar selectivo cetrimida, el cual estimula la produccion
de piocianina y piorrubina gracias a la glicerina y las sales de magnesio y

potasio e inhiben a su vez la produccion de fluoresceina.

Usando la receta ya mencionada en cajas Petri marcadas, se inoculé por estria
cada medio con cada cepa con colonias de 24 horas y usando el asa de anillo.
Pasado el periodo de incubacion (24 horas a 37°C) se observaron las colonias.

Luego se dejaron incubar a temperatura ambiente para observar si habia cambios.

Interpretacion:

El resultado es positivo para piocianina si se observa un pigmento azul o azul-
verdoso alrededor de las colonias o extendido en el medio por difusion.

El resultado es positivo para piorrubina si se observa un pigmento rojo alrededor de
las colonias o extendido en el medio por difusion.

Resultado positivo para cepa de Ps. aeruginosa.

Para la diferenciacién de especies en base a la produccion de fluoresceina:
e Medio King B o Pseudomonas agar F:
Se prepar6 para cajas Petri con tripteina: 10 g/L, peptona de gelatina: 10 g/L,
Ko:HPO,4: 1,5 g/L, MgS0,4.7H,0: 1,5 g/L, agar-agar: 15,0 g/L y glicerina: 10
mL/L. El pH fue ajustado en 7,2+0,2 a temperatura ambiente y luego fue

esterilizado.

Al enfriar se inocul6 por estria con cada cepa aislada por separado usando un asa
de anillo y se dejé incubar por 24 horas a 37°C. Posteriormente, se dej6 a

temperatura ambiente por otras 24 horas.
Interpretacion:
El resultado es positivo para fluoresceina si se observa un pigmento amarillo-

verdoso alrededor de las colonias o extendido en el medio por difusion.
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Prueba de crecimiento a 41°C:

e Fue preparado, esterilizado y enfriado el medio de agar selectivo cetrimida
para 2 cajas Petri, luego la base de la placa fue marcada en 2 sectores para
cada cepa, se inoculé por separado las colonias de 24 horas y se incubo por
24 horas a 41°C.

Interpretacion:

Se observa si alguna cepa crecio a 41°C pasado el periodo de incubacion.

3.1.4 Recuento de biomasa para cada cepa’":

Para las medidas cuantitativas de la biomasa bacteriana durante las cinéticas de
crecimiento se eligi6 un método de recuento rapido y sencillo, la turbidimetria o
densidad Optica, el cual con ayuda de un espectrofotdmetro mide la absorbancia a
600 nm (para volumen minimo de 3,0 mL de caldo de cultivo) de la suspension de
material organico en comparacién con el blanco (medio salino estéril sin inocular),
de modo que a mayor nimero de células en suspensioén, menor porcentaje de luz

atraviesa la muestra y mayor seré la absorbancia o luz reflejada.

Sin embargo, al ser este un método indirecto, se realizé una curva de calibracion
para los cultivos puros de cada cepa aislada usando como referencia un método

directo para cuantificacion de biomasa bacteriana.

Para esto se eligié el método de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), con el
cual se obtienen buenas correlaciones de la cantidad de biomasa presente como
células microbianas viables (colonias) y asi pudo disminuirse en gran parte la
incertidumbre generada con el método de turbidimetria, el cual no distingue entre

biomasa viable y biomasa no viable para el crecimiento o muerte.
Este método fue llevado a cabo con el siguiente procedimiento:

e Primero se realizaron varias diluciones 1:10 hasta 1:1x10° tubos Eppendorf
estériles a partir de una muestra de caldo puro para cada cepa, asi: 1,0
mL/100 pL de caldo en 9,0 mL/900 pL de agua estéril al 0,89% de NacCl,

para la medida de absorbancia (espectrofotbmetro de Spectronic
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Instruments 20 Genesys'™) y para la medida de UFCs, respectivamente.
Progresivamente, se realizaba lo mismo a partir de la dilucion preparada
(diluciones 1:10, 1:100, 1:1000, etc), luego de homogenizar muy bien con

ayuda de un vortex.

Para tubos Eppendorf se desechaban las puntas de la micropipeta en cada

dilucion.

Segun la carga esperada se eligio las diluciones a sembrar, se marcé la base de la
caja Petri para distinguir las diluciones y las cepas (5 diluciones por placa), y
posteriormente fueron sembradas en el agar cetrimida 20 pL por triplicado de cada
dilucion, cambiando las puntas de la micropipeta para cada dilucion, agitando bien

con el vortex y dejando secar las gotas junto al mechero o en un horno BINDER.

Por ultimo, se incubaron por 24 horas las placas Petri de forma invertida a 37°C,
teniendo cuidado de que no se mezclaran las diluciones durante el transporte hacia

el horno.

Interpretacion:

Pasado el periodo de incubacion se observé con buena luz el numero de colonias
por réplica y dilucion, diferenciandolas de cualquier particula de muestra que se
pueda confundir por el reducido tamafio de las colonias estudiadas. A continuacion,
se contaron como colonias individuales todas aquellas que disten de las colonias

proximas una distancia al menos igual al diametro de la colonia mas pequena.

El informe del recuento en placa para cada dilucién, con su correspondiente valor de

absorbancia a 600 nm, se calcul6 asi:
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Recuento de la cepa aislada en UFC/mL:

(Promedio de colonias contadas segun réplicas) x (factor de dilucién) x (50 pL)

Por ejemplo, para un promedio de 50
colonias en la dilucion 1:100 y tomando 20 pyL
de cada dilucién para la siembre en el agar,
el valor UFC/mL seria de:

(50)(100)(50uL) = 250.000 UFC/mL.

Finalmente, se tabularon los datos para
realizar la curva de calibracién, los cuales
corresponden a la absorbancia a 600 nmy el
valor de UFCs de las diluciones realizadas
para los caldos por separado de cada cepa

estudiada.

5
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150 x 107 =
Conteo x Factar
dilucidn

Figura 8. Procedimiento realizado para el recuento UFC

3.2 CINETICAS DE CRECIMIENTO DE LOS HAPs EN DIFERENTES MEDIOS

SALINOS

La primera parte consisti6 en determinar los medios salinos en los cuales cada

cepa aislada de Pseudomonas spp degrada mas rapidamente de acuerdo a los

HAPs elegidos, esto desde el punto de vista de la biodegradacion estimulada con

hierro.

Los medios salinos tratados fueron 3 medios diferentes en composicion respecto al

hierro:

-39-




Tabla 2. Composicion del medio salino minimo para Pseudomonas spp

Reactivo Cantidad
NacCl 0.30 g/L
(NH4)2S0O4 0.50 g/L
K2HPO4 0.65 g/L
KH,PO4 0.25 g/L
MgSOs, 0.24 g/L
CaCl,.2H,0 0.040 g/L

HAP en solucion 60 ppm

La diferencia entre los medios fue la siguiente:
Medio salino #1: sin hierro
Medio salino #2: con hierro divalente como FeS0,.6H,O 0.1 Mm.

Medio salino #3: con hierro trivalente como Fe(NO3)3; 9H,0 0.1 mM.

El pH de los medios debia oscilar entre 7.00£0.2, el cual fue ajustado usando HCI
y/o NH4OH diluidos. El HAP fue afiadido disuelto en un solvente adecuado (DMF o
etanol) para alcanzar una concentracion en el medio salino de 60 ppm.Para cada
cepa aislada se llevaron a cabo cinéticas en los 3 diferentes medios salinos

estériles y para los siguientes sustratos aromaticos:
Benceno, Tolueno, Naftaleno, Antraceno, Fenantreno y Pireno.

Las cinéticas se llevaron a cabo en los 3 medios salinos simultaneamente para
cada sustrato, de modo que las diferencias por temperatura ambiente, pre-inéculo,

agitacion y condiciones en la toma de mediciones fueran minimas.

Para el comienzo de la cinética, se toma en este caso un pre-inéculo liquido de un
volumen determinado (generalmente correspondiente al 10% del volumen total de

cultivo), y se agrega al erlenmeyer con el medio en un agitador rotatorio. De eta
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forma, se garantiza que el nimero de bacterias al inicio de la cinética sea igual
para todos los medios a comparar, ya que usando colonias desde agar solido no

hay garantia de esto.

El intervalo de tiempo entre mediciones de crecimiento de biomasa fue de 2 horas
aproximadamente tras la extraccion del sustrato, el cual al estar presente en la
alicuota causa interferencias en las medidas de absorbancia, debido a que es poco

soluble en el medio salino, lo cual incrementa la dispersion de la muestra.

La extraccion de muestra de HAP se llevé a cabo con 5,0 mL de n-hexano para
igual volumen de muestra, la cual consistié de agitacion vigorosa, decantacion por
un tiempo para formacion de las dos capas: olefinica con HAP-acuosa con

biomasa y retiro de la capa superior que contenia el HAP.

La parte acuosa se conservo para las medidas de absorbancia a 600 nm (3,0 mL)

y la parte olefinica (3,0 mL) para las medidas de la concentracién de cada HAP.

La determinacién del crecimiento bacteriano fue llevada a cabo por medidas
espectrofotométricas a 600 nm usando 3,0 mL para cada caldo e igualmente 3,0
mL de cada medio salino como blanco (#1, #2 y #3), lo cual indica el crecimiento

bacteriano al aumentar la dispersion de la luz en el medio salino en cultivo.

Por otro lado, se debi6é ajustar el pH maximo a las 4 horas, de manera de

garantizar la supervivencia y crecimiento de las bacterias.

3.2.1 Comparacion de velocidades de degradaciéon estimulada de los

HAPs para diferentes concentraciones de hierro en el medio salino:

Luego de conocer el efecto del hierro sobre el crecimiento de las cepas aisladas
para los diferentes HAPs a 60 ppm, el siguiente paso fue buscar la concentracion
de hierro (forma divalente o trivalente), dependiendo de los resultados, la cual

estimularia mas el metabolismo de los HAPs bajo las condiciones usadas.

Este estudio fue llevado a cabo utilizando medios de cultivo a partir de un pre-
in6culo para un tiempo determinado, en este caso 24 horas a temperatura
ambiente y en agitacion, llevando a cabo el ajuste de pHs cada 2 a 4 horas, de

modo que no se afectara el crecimiento bacteriano.
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Las concentraciones trabajadas adecuadas para el crecimiento microbiano fueron:

0.050 mM, 0.10 mM, 0.15 mM y 2.0 mM segun fuera hierro divalente o trivalente,

de acuerdo con los resultados compilados de la primera parte para cada sustrato.

Se realizaron medidas del crecimiento bacteriano para cada concentracion de
hierro por medio de medidas espectrofotométricas a 600 nm, usando como blanco
el medio salino respectivo y tras la extraccion del sustrato de la alicuota con n-

hexano.

Ademés del crecimiento bacteriano, la determinacion de la concentracién de los
HAPs permite conocer las mejores condiciones para la biodegradacion segun la

concentracion del hierro apta para el metabolismo de los HAPs.

Esto fue realizado usando un espectrofotometro de absorcion en la region
ultravioleta-visible y usando una longitud de onda determinada segun el HAP a
medir disuelto en el n-hexano de extraccion, usando igualmente como blanco
hexano, pero luego de realizar un barrido del HAP en hexano para determinar una
longitud de onda adecuada con la cual llevar a cabo la curva de calibracion

absorbancia vs concentracion de HAP.

Se prepararon soluciones de cada HAP en hexano para concentraciones
conocidas entre el rango 5-60 ppm, a las cuales se les midi6 la absorbancia a la
longitud de onda establecida usando como blanco el hexano. Se obtuvo la curva

de calibracion de cada sustrato.

3.3 EFECTO DE MEZCLAS DE HAPs EN LA BIODEGRADACION ESTIMULADA
PARA UN CONSORCIO BACTERIANO

El siguiente paso en el estudio de la biodegradacion estimulada usando
Pseudomonas, fue determinar el efecto de mezclar 2 o los 4 HAPs sobre la
degradaciob de los mismos, utilizando cada cepa aislada. A su vez se deseaba
estudiar el efecto bioestimulador de hierro sobre la velocidad de biodegraacion

bacteriana en las mezclas de HAPs.

-42 -




El procesamiento de la muestra para determinar el crecimiento bacteriano fue el
mismo previamente ya mencionado. Sin embargo, para conocer la cantidad de la
mezcla de HAPs que ha sido metabolizada en 24 horas no es adecuado el
espectrofotometro, ya que generalmente puede a existir solapamiento de picos de
absorcion y no podré distinguirse los picos de baja absorcion a la longitud de onda

ya determinada para cada HAP.

Sin embargo al realizar el barrido por el espectro ultravioleta (200 nm a 350 nm)
ciertas mezclas de 2 HAPs no presentaron solapamiento de picos de absorcion en
las longitudes de onda escogidas anteriormente, de modo que pudieron
determinarse sus concentraciones usando el espectrofotémetro y para el resto de
mezclas fue necesario usar un detector UV a 254 nm acoplado a un equipo de

HPLC Agilent 1100 Series que consto de lo siguiente:

Bombas, desgasificador, inyector automatico de muestras, columna cromatografica

Cigde 30 mm de largo por 4.6 mm de ancho y detector UV.

El sistema de bombas operaba isocraticamente y produciendo un gradiente lineal

de 50/50 agua:acetonitrilo hacia 100% acetonitrilo en 10 minutos.
El detector UV operado a 254 nm y la columna operaba en fase reversa.
El procedimiento usado para las muestras de HAPs fue:

e 1 mL/min para flujo lineal de agua:acetonitrilo y un volumen de inyeccién de
20 uL para las muestras guardadas en viales con tapas, a las cuales se les
realiz6 el mismo procedimiento de extraccibn con hexano y posterior
concentracion por evaporacion para luego diluir en acetonitrilo. El tiempo

para inyeccion entre una muestra y otra fue de 2,0 minutos.

El sistema de adquisicion del equipo colect6 los datos (area de los picos y tiempos
de retencion) en medio magnético, habiendo primero realizado la calibracion con
soluciones hechas de mezclas de los HAPs de concentracion conocida entre 5-100
ppm en acetonitrilo; fue incluido un medio salino sin inocular con los HAPs
estudiados a 60 ppm cada uno, excepto el fenantreno a 100 ppm, el cual hizo de
blanco para conocer las pérdidas abidticas de los HAPs luego de 24 horas de

agitacion.
El orden de elucién ascendente segun la literatura es:
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Naftaleno, Fenantreno, Antraceno y Pireno®2.

3.3.1 Efecto de la presencia de Triton X-100 en la degradacion de una

mezcla de HAPs usando un consorcio bacteriano®;

Se estudi6 el efecto de usar surfactantes para estimular la biodegradacion de los
HAPs. Para ello, se trabajé con el surfactante no ionico triton X-100 (polioxietileno-
octilfenil éter) agregado al medio salino, de modo que con ello se aumentara la
biodisponilidad de los HAPs.

Sin embargo, debid tenerse en cuenta no pasar la concentracion minima micelar
(CMC), pues los PAHs serian retenidos dentro de los micelas reduciendo la
biodisponibilidad y/o porque la concentracion, tanto del PAH como del surfactante,

aumenta pudiendo resultar toxica para las bacterias.

e De este modo la concentracién de tritbn X-100 agregada a los medios
salinos estériles con una mezcla de HAPs (60 ppm para cada uno de los 4
HAPs) fue de 0,1% v/v, enseguida se inoculé en un erlemeyer con un
porcentaje de caldo ya preparado o pre-indculo y se cultivd a temperatura

ambiente en un agitador rotatorio por 96 horas.

e Para la comparacion se realizé el mismo procedimiento en un erlenmeyer,

omitiendo el paso en el que se agrega 0,1% de Tritén X-100.

e Pasadas las 96 horas fueron analizados los caldos de cultivo (con Triton X-
100 y en ausencia de Triton X-100), usando el procedimiento mencionado
de extraccidn, concentracion por evaporacion, dilucion con acetonitrilo y

tratamiento de separacién y deteccion por HPLC-UV.

3.4 ANALISIS SEMICUANTITATIVO DE PROTEINAS EXPRESADAS EN LA
BIOESTIMULACION PARA LA BIODEGRADADACION DEL FENANTRENO Y
PARA EL PIRENO>*>

Fueron ensayadas 2 técnicas para la extraccion de proteinas, ya que para el caso

de las bacterias la cantidad de proteinas obtenida en los caldos de cultivo es muy
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baja debido a su microcosmos y por ello debe extraerse una buena cantidad para

que sean detectadas segun la sensibilidad del método de tincién.

La primera técnica fue la extraccion por hidrélisis basica, asi:

30 mL del caldo de cultivo obtenido fue centrifugado en un tubo Falcon 50
conico por 20 minutos a 1200 gravedades (IEC CL31R Multispeed
Centrigufe) para concentrar la biomasa. Enseguida se hicieron 2 lavados

con agua estéril para eliminar las sales que causan interferencia.

Una vez concentrada la biomasa y descartado el sobrenadante, se trasvasé
el contenido a un tubo Eppendorf con una micropipeta y alli se agregd 90 uL

de NaOH al 20%. Esto fue puesto a ebullicién por 5 minutos.

Luego de enfriar se volvié a centrifugar 10 minutos a 6000 rpm, pero esta

vez se tomo el sobrenadante para medirle la concentracion proteica.

Las medidas de la concentracion de proteinas se realizaron usando una
curva de calibracibon por el meétodo de Bradford usando un

espectrofotometro a 595 nm.

El método consiste preparar el buffer a trabajar segun el medio salino de la

muestra, en este caso 7,0 para el medio salino de las bacterias, y preparar el

reactivo Bradford.

Este reactivo se prepar6 agregando 25 mL de etanol 95° en un erlenmeyer
protegido de la luz, 50 mg de azul Coomasie R-250 agregados lentamente
con agitacion y lentamente se agreg6 50 mL de acido ortofosférico al 85%,

para finalmente aforar con agua destilada hasta 500 mL.

Ya habiendo preparado lo anterior se realizaron las soluciones de 50 yL de
las muestras de concentracion conocida de proteina (albumina de 0,1-1,0
mg/mL en el buffer pH 7,0 a usar) y 2,5 mL del reactivo Bradford, teniendo
en cuenta que el blanco sea de 2,5 mL del reactivo Bradford y 50 uL de
buffer.

Las muestras se dejaron reposar por 3 minutos y enseguida se leyeron las

absorbancias a 595 nm luego de ajustar con el blanco mencionado. Por
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altimo, se realiz6 el mismo procedimiento, pero en este caso con las

muestras provenientes de la extraccion de proteinas por hidrélisis basica.

Para hallar la concentracion proteica se realiz6 la curva de calibracion, usando
regresion lineal se hall6 la correlacion lineal y=mx+b y con ello fueron interpolados

los datos para las muestras del caldo bacteriano.

El segundo método de extraccion fue con buffer de lisis (buffer Tris base: 40 mM,

urea: 7 M, tiourea 2M, CHAPS 4% p/v y PMSF: 1 mM) para las proteinas, asi:

e 200 pL de buffer de lisis fueron agregados al centrifugado en un tubo
Eppendorf obtenido del caldo de cultivo con 2 o 3 lavados, realizado esto se
dejo media hora en agitacion en un vértex y luego fue centrifugado a 6000

rpm por 10 minutos.

e Igual que el caso anterior, 50 uL del extracto se usaron para determinar la

concentracion proteica por el método de Bradford.

Ya teniendo los extractos, fue agregado en frio 15 pL de buffer de resolucién para

cada 15 yL de muestra y aparte se prepararon los geles, asi:

Tabla 3. Composicion de los geles usados en SDS-PAGE en orden de afiadidura

Componente Gel de empacamiento Gel resolucion 12%
(uL) (mL)
Agua bidestilada 930 1,60
Acrilamida/bis acrilamida 230 2,00

30%
Buffer Tris-HCI 0,5M pH: 6,8 375 1,30
SDS al 10%(p/v) 15,0 50,0
Persulfato de amonio 30,0 25,0
10%(p/v)

TEMED solucién stock 7,50 10,0
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El gel resolucion al 12% v/v (acrilamida/bisacrilamida 30% v/v y de 5,0 mL volumen
total) posee un tamafio de poro pequefio, en el cual migraran las proteinas segun
su tamafio en SDS-PAGE vy el resto del procedimiento fue de montaje de la
instrumentacién (BIORAD Mini Protein Tetra Cell) y los geles, ingreso de 15,0 yL
de cada muestra en los pocillos, incluido el marcador para saber el peso molecular

en kilodaltons.

Luego de ver el desplazamiento vertical de las proteinas, se removio el gel y se
sumergié en un envase con una solucion de azul de Coomasie R250 por 20

minutos en agitacion con vértex y en incubacion por 16 horas en reposo.

Por ultimo retird la solucion del colorante y se sumergié el gel en solucién de
decoloracion rapida, para luego agrega solucién de decoloracion lenta (10% &cido
aceético glacial, 5,0% de metanol y 85% de agua en v/v) en agitacion hasta poder

visualizar las bandas proteicas caracteristicas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 AISLAMIENTO DE LA FAMILIA Pseudomonaceae

Las cepas aisladas que crecieron en el agar selectivo cetrimida para

Pseudomonas fueron principalmente:

Colonias pequeiias redondas blancas y grandes irregulares, colonias verdes
fluorescentes irregulares grandes y redondas pequefias y colonias amarillas
pequefias redondas en general.

El aislamiento fue méas notorio a partir de la dilucién 1*10*y por ello con esta
dilucién fueron seleccionadas las 2 cepas con las que se llevd a cabo la
biodegradacion de cada HAP.

4.2 CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS CEPAS AISLADAS:

Las caracteristicas fisicas macroscépicas para cada cepa son las siguientes:

cetrimida: ICP-Barranca (izquierda) y La Mesa de los Santos (derecha)

a. Cepa proveniente del Complejo Industrial-Barrancabermeja ICP (figura 9):
Forma de la colonia: circular.

Elevacion de la colonia: aplanada.
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Color y olor de la colonia: verde que se desvanece con el tiempo y olor dulce.
Consistencia: lisa o uniforme.
Borde de la colonia: continuo.

Opacidad: opaca.

b. Cepa proveniente de La Mesa de los Santos (figura 9):
Forma de la colonia: circular.
Elevacién de la colonia: aplanada.

Color y olor de la colonia: amarillo crema tenue que oscurece con el tiempo

hacia naranja y olor dulce.
Consistencia: mucoide.
Borde de la colonia: continuo.

Opacidad: entre opaca y transparente.

+ Clasificacion e Identificacién basada en criterios de tincion de Gram:
La vista microscopica del frotis en tincién de Gram las clasifico segun lo siguiente:
Cepa proveniente del Complejo Industrial-Barrancabermeja ICP:

Bacilos pequefios aislados, Gram negativos (tincion Gram fucsia) y presencia de

granulos.
Cepa proveniente de La Mesa de los Santos:

Bacilos pequerios aislados y en pares, Gram negativos (tincién Gram fucsia) y con

granulos.
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+ Clasificacion e identificacion basada en criterios metabdlicos:

Las observaciones del metabolismo general para cada cepa fueron las siguientes

segun las prueba bioquimicas realizadas para Pseudomonas:

Tabla 4. Resultados de las pruebas bioquimicas para cada cepa aislada

PRUEBA BIOQUIMICA

Resultado cepa ICP-

Barranca

Resultado cepa Mesa de los

Santos

CATALASA

REDUCCION DE
NITRATO

FERMENTACION
GLUCOSA

PRESENCIA DE
LECITINASA

HIDROLISIS DE
ALMIDON

Positivo

Positivo nitrito y NH3

Positiva en aerobiosis

Negativa

Negativa

Positivo

Positivo nitrito, negativo NH3

Positiva en aerobiosis

Positiva (halo amarillo crema)

Negativa

PIGMENTOS King Ay Positiva King B (verde sin +King B (amarilla-verde con

King B difusién), King A negativa difusion en el medio), King A-

CRECIMIENTO A 41°C Negativo Positivo

Segun el Manual de Bergey, la cepa de ICP-Barranca no se encontro registrada y

la cepa de la Mesa de los Santos es probablemente una cepa de Pseudomonas

cepacia.
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4.3 CURVAS DE CALIBRACION PARA EL RECUENTO DE BIOMASA:

Luego de haber obtenido los caldos de cultivo (figura 10), se procedio a realizar las
calibraciones pertinentes para cada cepa segun su tamafio para medidas de

densidad oéptica y crecimiento celular en UFC/mL.

Figura 10. Medio salino sin inocular (izquierda) e inoculado (derecha) por la cepa aislada
Ps. cepacia luego de 24 horas

Las correlaciones medidas para cuantificacion de la biomasa bacteriana, entre el
método indirecto de densidad éptica a 600 nm y el método directo de UFC/mL

fueron las siguientes:

Tabla 5. Correlacion de datos medidos para el crecimiento de la cepa Ps. ICP-Barranca

Absorbancia a 600 Medida de Log UFC/mL
nm UFC/mL calculado
0,046 11,0x10° 7,0414
0,120 12,5x10° 7,0969
0,270 14,0x10° 7,1461
0,590 21,0x10° 7,3222
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0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Absorbanciaen 600 nm

Calibracion del crecimiento Pseudomonas

aisladas del ICP-Barrance, Stder

y:

1,976x - 13,87
R2=0,991

7,00

7,05 7,10 7,15 7,20

Log (UFC/mL)

7,25

7,30 7,35

Figura 11. Curvas de calibracién lineal del crecimiento para la cepa del ICP-Barranca.

Absorbancia a 600 Medida de Log (UFC/mL)
nm UFC/mL calculado
0,071 7,00x10° 6,8451
0,189 24,0x10° 7,3802
0,327 31,0x10°8 9,4914
0,532 30,5x10° 10,484

Tabla 6. Correlacion para datos medidos durante el crecimiento de la posible cepa Ps

cepacia

Calibracion del crecimiento Pseudomonas aisladas de

0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1

0

La Mesa de los Santos, Stder

R2=

y=0,111x- 0,675

0,944

Absorbanciaen 600 nm

Log (UFC/mL)

12

Figura 12. Curvas de calibracion lineal para crecimiento de la posible cepa Ps cepacia.
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Para esta cepa la calibracion muestra un crecimiento principalmente logaritmico,
indicando con ello una fase de adaptacién un poco mas demorada comparada con
la cepa ICP-Barranca, ya que esta cepa no estaba adaptada a la presencia de los
HAPs (figura 12).

4.4 RESULTADOS DE LAS CINETICAS DE CRECIMIENTO DE LOS HAPs EN
DIFERENTES MEDIOS SALINOS.

Para conocer el efecto de la presencia del hierro (Il o Ill) en el medio salino fueron
correlacionadas las medidas de absorbancia a 600 nm con el Log (UFC/mL),
mediante el uso de las ecuaciones de calibracién hechas segun la cepa (figura 11 y
figura 12).

Posteriormente, se calcularon las velocidades especificas de crecimiento (u) en fase
exponencial, para asi poder seleccionar el mejor medio de cultivo (mayor y en estas
condiciones) en el cual llevar a cabo las degradaciones para cada HAP como Unica

fuente de carbono.

Tabla 7. Resultados de la cinética de crecimiento de Pseudomonas sp. del ICP-Barranca

en naftaleno como fuente de carbono (pre-inéculo de 10% con absorbancia a 600 nm:

0,481)*
Tiempo Medio salino sin Medio salino con 0,1 mM de
presencia de hierro Fe(NO3)3.9H,0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log
en 600 nm (UFC/mL) en 600 nm UFC/mL
0 0,050 7,0445 0,050 7,0445
3 0,087 7,0633 0,070 7,0547
7 0,090 7,0648 0,080 7,0597
9 0,090 7,0648 0,088 7,0638
29 0,160 7,1002 0,092 7,0658

*Datos obtenidos para 60 ppm de naftaleno inicialmente, pH 7,0+0,05 y 25+2,0°C con

agitacion por 14 horas.
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Figura 13. Cinética de crecimiento para aislado de Ps. ICP-Barranca en medio de cultivo

salino con naftaleno en presencia y ausencia de hierro

Para calcular el valor de u, debe calcularse primero el tiempo de generacion o de
duplicacién promedio, es decir, el tiempo necesitado para que una cepa
determinada duplique su numero de células iniciales en el tiempo cero (t,); sabiendo
que hasta el tiempo final (t) para cada cinética han transcurrido n (numero de

generaciones) tiempos de duplicacion (tg), tenemos la siguiente relacion:
— @)
Sabiendo el nimero de células iniciales No y siendo la sucesion de divisiones por
generacion:
No x 2%, No x 22, No x 2%, No x 2%, etc hasta la sucesion final N¢:

, definida por el i (2)

Relacionamos esta ultima ecuacion (2) con los valores usados en las ecuaciones de

calibracion por:

3)
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Conociendo este valor de generaciones se obtuvo el tiempo de duplicacion o
generacion por la ecuacién (1)*° y posteriormente se relacioné el t4 calculado con la

velocidad especifica de crecimiento y por hora, asi:
Velocidad de aumento de las células = K (nimero de individuos 6 masa de células)

dN

dt

dt

kN Bl
dt

kX kZ (4

N= Numero de Individuos, X= Biomasa, Z= Cantidad de cualquier componente

celular

Mediante la integracion de estas ecuaciones diferenciales, se obtiene lo siguiente
aplicado en la practica:
INZ; —InZ; = u(t; —t,) (%)

l0gZ, ~logZ, =2 —(t; ~t)  (6)

p o logZ; —logZ,

- 7
2,303 t, —t, (7)

_In
U

Ly (8)

Y de este modo, al haber hallado el valor ty, despejamos el valor de p de interés
para cada medio en el que se realizd cinéticas, en un intervalo de tiempo en que
pueda apreciarse crecimiento exponencial y segun la cepa, ya que el crecimiento es
caracteristico para cada aislado nativo®’.

Por la tabla 7 del crecimiento, se calculan los valores anteriores de acuerdo a los

logaritmos obtenidos:

-55-




Medio sin presencia de hierro de 3 a 29 horas:

Por la ecuacion (8) p = 0,00327

Por la ecuacién (3) n = 0,123

Por la ecuacion (1) ty = 212 horas

UFC
mL.h

_ UFC
= 3,27 o

El medio con Hierro (lIll) tuvo los siguientes resultados de 3 a 29 horas:

Por la ecuacion (8) = 0,000983

Por la ecuacion (3) n = 0,0369

Por la ecuacion (1) T4 = 705 horas

UFC

mL.h

= 0,983 Z£€
L.h

Lo anterior muestra que para el naftaleno en el hierro sin hierro y en el medio con

hierro (lll), la cepa del ICP-Barranca no tuvo una duplicacion de la poblacion

bacteriana a las 29 horas de la cinética, sin embargo la mayor velocidad de

crecimiento fue en el medio sin hierro, 3.3 veces mayor que en el medio con hierro

() segun estos célculos, lo cual muestra que esta cepa no experimenta

bioestimulacion por hierro (lll) al degradar naftaleno por la notoria diferencia de ps.

Tabla 8. Resultados de la cinética de crecimiento de Pseudomonas del ICP-Barranca en

antraceno como fuente de carbono (pre-indculo de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,442)*

Tiempo Medio salino sin

presencia de hierro

Medio salino con 0,1
mM de Fe(S0,).6H,0

Medio salino con 0,1 mM
de Fe(N03)39H20

Horas Absorbancia
en 600 nm

0 0,031
2 0,045
4 0,060
8 0,100
10 0,130
12 0,138
14 0,161

Log

UFC/mL

7,0349
7,0420
7,0496
7,0698
7,0850
7,0891
7,1007

Absorbancia
en 600 nm

0,031
0,042
0,065
0,140
0,180
0,187
0,204

Log

UFC/mL

7,0349
7,0405
7,0521
7,0900
7,1103
7,1139
17,1225

Absorbancia
en 600 nm

0,031
0,077
0,108
0,127
0,131
0,182
0,200

Log

UFC/mL

7,0349
7,0582
7,0740
7,0835
7,0855
7,1113
7,1204

*Datos obtenidos con 60 ppm de antraceno inicialmente, pH 7,0+0,05 y 25+2,0°C con
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Figura 14. Cinética de crecimiento de un aislado de Pseudomonas ICP-Barranca en

medios de cultivo con antraceno (60 ppm) y con presencia y ausencia de hierro

Los calculos para el crecimiento celular en cada medio (tabla 8) con antraceno

como fuente de energia son para el intervalo de 4-14 horas:

Tabla 9. Efecto del hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas ICP-Barranca en

un medio de cultivo con antraceno como fuente de carbono

Medio salino en Numero de Tiempo de Velocidad de
Antraceno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™
Sin Hierro 0,170 58,9 0,0118
Con Hierro (Il) 0,234 42,8 0,0162
Con Hierro (l11) 0,154 64,9 0,0107

En la Figura 14 se observa que la bacteria crece inicialmente a una mayor
velocidad especifica de crecimiento en las primeras horas de cultivo en el medio
con hierro (Ill). En el medio sin presencia de hierro se obtuvo la menor p bajo las
condiciones trabajadas. En cambio, el crecimiento celular en el medio con hierro
(1) alcanzé el menor tiempo de duplicacion, correspondiente al mayor valor de
crecimiento especifico en antraceno, siendo 1,4 veces mayor esta velocidad

comparada con el medio sin hierro (ver tabla 9).
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Tabla 10. Resultados de la cinética de crecimiento de un aislado de Pseudomonas ICP-
Barranca en fenantreno como fuente de carbono (pre-indculo de 5% con absorbancia a
600 nm: 0,372)*.

Tiempo Medio salino sin presencia Medio salino con 0,1 mM Medio salino con 0,1 mM de
de hierro de Fe(S0.).6H.0 Fe(NO3)3.9H-0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log Absorbancia Log
en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL

0 0,022 7,0304 0,022 7,0304 0,022 7,0304
2 0,027 7,0329 0,050 7,0445 0,057 7,0481
4 0,030 7,0344 0,055 7,0471 0,060 7,0496
7 0,078 7,0587 0,067 7,0531 0,075 7,0572
8 0,086 7,0628 0,090 7,0648 0,095 7,0673
10 0,100 7,0698 0,097 7,0683 0,095 7,0673
12 0,116 7,0779 0,124 7,0820 0,100 7,0698
14 0,116 7,0779 0,146 7,0931 0,140 7,0900

*Datos obtenidos con 60 ppm de fenantreno inicialmente, pH: 7,0+0,05 y 25+2,0°C con

agitacion por 14 horas)

0,16
E 014
§ 0,12 Lo
S 0,1 i !
g 0,08 4/ —o— Medio sin Hierro
fE 0.06 ' = Medio con Hierro (11)
§ 0,04 ] ]
£ 0,02 / Medio con Hierro (I1)

o |
0 5 10 15
Tiempo (horas)

Figura 15. Cinética de crecimiento de una aislado de Ps. ICP-Barranca en medio de

cultivo salino con Fenantreno en presencia y ausencia de hierro

Usando los datos de la tabla 10 se realizaron los siguientes calculos en el intervalo
de 10-14 horas:
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Tabla 11. Efecto del hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas ICP-Barranca en

un medio de cultivo con Fenantreno como fuente de carbono

Medio salino en NUimero de Tiempo de Velocidad de
Fenantreno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™
Sin Hierro 0,0270 149 0,00466
Con Hierro (Il 0,0824 48,5 0,0143
Con Hierro (1) 0,0754 53,0 0,0131

En los medios de cultivo con fenantreno (Ver figura 15) la bacteria presentd un
mejor crecimiento al inicio del cultivo en un medio con hierro trivalente con 2,8

mayor y respecto al medio sin hierro.

No obstante, después de las 10 horas de cultivo celular, las bacterias presentaron
mayor estimulacién del crecimiento en el medio con Fe (Il) con un valor similar de

3,0 veces la velocidad del medio sin hierro (ver tabla 11).

Tabla 12. Resultados de la cinética de crecimiento celular de un aislado Pseudomonas
ICP-Barranca en pireno como fuente de carbono (pre-inéculo de 10% con absorbancia a
600 nm: 0,481)*.

Tiempo Medio salino con 0,1 Mm de Medio salino con 0,1 mM de
FB(SO4)6H20 Fe(N03)39H20
Horas Absorbancia Log Absorbancia en Log
en 600 nm UFC/mL 600 nm UFC/mL
0 0,080 7,0597 0,080 7,0597
3 0,095 7,0673 0,092 7,0658
7 0,127 7,0835 0,144 7,0921
9 0,177 7,1088 0,197 7,1189
12 0,209 7,1250 0,231 7,1361

*Datos obtenidos con 60 ppm de pireno inicialmente, pH: 7,0+0,05 y 25+2,0°C con

agitacion constante durante 12 horas
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Figura 16. Cinética de crecimiento celular de Pseudomonas ICP-Barranca utllizando un

medio de cultivo con Pireno en presencia y ausencia de hierro

Usando los datos de la tabla 12 para 7 a 12 horas de crecimiento celular se calculd

lo siguiente:

Tabla 13. Efecto del Hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas ICP-Barranca en

un medio de cultivo con Pireno con fuente de carbono.

Medio salino en Numero de Tiempo de Velocidad de
Pireno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™
Con Hierro (Il 0,138 36,3 0,0191
Con Hierro (1) 0,146 34,2 0,0203

En este caso, la velocidad especifica de crecimiento aumentd en presencia de
hierro (lll) durante el tiempo de cultivo evaluado con 1,1 mas velocidad que el

medio con hierro (Il) (Ver tabla 13).

Este HAP es mas complejo, pero las bacterias pudieron degradarlo y usarlo como

sustrato (fuente de Carbono) para poder crecer en el medio de cultivo.
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Tabla 14. Resultados de la cinética de crecimiento celular de un aislado de Pseudomonas
ICP-Barranca (pre-indculo de 10% con absorbancia a 600 nm: 0,461) en medios de cultivo

con benceno*.

Tiemp Medio salino sin presencia Medio salino con 0,1 mM Medio salino con 0,1 mM de
o] de hierro de Fe(S0,).6H,0 Fe(NO3)s3.9H,0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log Absorbancia Log
en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL
0 0,060 7,0496 0,060 7,0496 0,060 7,0496
4 0,090 7,0648 0,090 7,0648 0,081 7,0602
8 0,137 7,0886 0,129 7,0845 0,087 7,0633
33 0,140 7,0900 0,134 7,0870 0,139 7,0896

*Datos obtenidos con 60 ppm de benceno inicialmente, pH: 7.0+0,05, 33 horas y 25+2,0°C

con agitacion constante

Tabla 15. Resultados de la cinética de crecimiento de un aislado nativo Pseudomonas
ICP-Barranca (pre-indculo de 10% con absorbancia a 600 nm: 0,461) en medios de cultivo

con tolueno*

Tiempo Medio salino sin Medio salino con 0,1 mM Medio salino con 0,1 mM
presencia de hierro de Fe(S04).6H.0 de Fe(NO3)3.9H.0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log Absorbancia Log
en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL
0 0,072 7,0557 0,072 7,0557 0,072 7,0557
4 0,090 7,0648 0,086 7,0628 0,074 7,0567
8 0,107 7,0734 0,114 7,0769 0,074 7,0567
33 0,121 7,0805 0,149 7,0946 0,102 7,0709

*Datos obtenidos con 60 ppm de tolueno inicialmente, pH: 7.0+0,05, 33 horas y 25+2,0°C

con agitacion constante

En este punto se descarto el tolueno y el benceno como sustratos por su lenta
adaptacion, es decir, crecimiento muy lento para llegar a la fase exponencial y la

posible cepa P.cepacia demostr6 muy poco crecimiento por degradacion para
estos mismos sustratos.

La ruta de degradacion del benceno por Pseudomonas genera inicialmente
benceno-cis-glicol (catecol) y posteriormente ocurre el rompimiento del anillo en

posicibn meta, lo cual es realizado por enzimas dioxigenasas ferrosas. Sin
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embargo, no se observé la estimulacion del crecimiento bacteriano con Fe' lo cual
indica que al igual que para el naftaleno, las enzimas inducidas por el benceno son

afectadas por variaciones de concentraciones de Fe en el medio de cultivo.

En el caso del tolueno la oxidacién ocurre inicialmente por transformacion del
sustituyente del anillo en bencil alcohol gracias a la enzima tolueno mono-
oxigenasa. Luego actla la bencil alcohol deshidrogenasa y se escinde el anillo en

la posicién meta por las enzimas ferrosas dioxigenasas.

Debido a que en la etapa de crecimiento adaptativo se observé mayor crecimiento
en la presencia de Fe'", es probable que la actividad de estas enzimas haya sido
estimulada por la adicion de este nutriente (tabla 15), excepto para la
deshidrogenasa que no experimenta reduccion en su actividad bajo condiciones de

limitacion en el hierro*8,

Para la cepa identificada como Pseudomonas cepacia, la influencia del hierro en la
velocidad de crecimiento en medios de cultivo con hidrocarburos aromaticos se

expone a continuacion:

Tabla 16. Resultados de la cinética de crecimiento para Pseudomonas cepacia en

naftaleno como fuente de carbono (pre-inéculo de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,360)*

Tiem- Medio salino sin presencia Medio salino con 0,1 mM Medio salino con 0,1 mM
po de hierro de Fe(S0,).6H,0 de Fe(NO3)3.9H,0
Horas Absorbancia Log Absorbanci Log Absorbanci Log
en 600 nm UFC/mL a en 600 nm UFC/mL a en 600 nm UFC/mL
0 0,031 6,3604 0,031 6,3604 0,031 6,3604
2 0,042 6,4595 0,060 6,6216 0,046 6,4955
6 0,042 6,4595 0,067 6,6847 0,060 6,6216
8 0,045 6,4865 0,067 6,6847 0,066 6,6757
12 0,066 6,6757 0,102 7,0000 0,102 7,0000
14 0,067 6,6847 0,130 7,2523 0,120 7,1622

*Datos para 60 ppm de naftaleno inicialmente, pH 7.0+£0,05, 12 horas y 25+2,0°C

con agitacion constante.
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Usando los datos de la tabla 16 se realizaron los siguientes calculos en el intervalo
de 8 a 14 horas:

Tabla 17. Efecto del Hierro sobre el crecimiento celular de Pseudomonas cepacia en un

medio de cultivo con Naftaleno.

Medio salino en Numero de Tiempo de Velocidad de
Naftaleno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™
Sin Hierro 0,658 9,11 0,0761
Con Hierro (1) 1,89 3,18 0,218
Con Hierro (1) 1,62 3,71 0,187
e 0,14
g 0,12 //’
g 01 )
$ 0,08 7
.§ 0,06 _‘/—9 —o— Medio sin Hierro
_‘é’ 0,04 ~ —@— Medio con Hierro (11)
é 0,02 | Medio con Hierro (l11)
< 0
0 5 10 15
Tiempo (horas)

Figura 17. Cinética de crecimiento celular de un aislado nativo de Ps. cepacia en medios

de cultivo con Naftaleno en presencia y ausencia de hierro

Los resultados del crecimiento muestran menor tiempo de duplicacion para el
medio con hierro (ll) con 2,8 veces mayor velocidad que para el medio sin hierro
(ver tabla 17). Para el aislado Pseudomonas ICP-Barranca no se observo
estimulacion por hierro (Ill). En general, es mayor el crecimiento exponencial con
hierro exdégeno en naftaleno como fuente de carbono y energia para la cepa de La
Mesa de los Santos, ya que en poco tiempo se alcanzd la duplicacion de la
poblacion.
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Tabla 18. Resultados de la cinética de crecimiento celular para Pseudomonas cepacia en

antraceno como fuente de carbono (pre-indculo de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,360)*.

Tiempo Medio salino sin Medio salino con 0,1 Mm Medio salino con 0,1 Mm
presencia de hierro de Fe(S0,4).6H,0 de Fe(NO3)3.9H0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log Absorbancia Log
en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL
0 0,081 6,8108 0,081 6,8108 0,081 6,8108
2 0,085 6,8468 0,090 6,8919 0,090 6,8919
4 0,090 6,8919 0,105 7,0270 0,102 7,0000
8 0,113 7,0991 0,135 7,2973 0,105 7,0270
10 0,120 7,1622 0,140 7,3423 0,106 7,0360
12 0,132 7,2703 0,146 7,3964 0,120 7,1622
20 0,216 8,0270 0,240 8,2432 0,136 7,3063

*Datos para 60 ppm de antraceno inicialmente, pH 7.0+0,05, 20 horas y 25+2,0°C con

agitacion constante.

0,3
0,25
0,2
0,15 —o— Medio sin Hierro

0,1 e

=V —— Medio con Hierro (Il)
0,05

Absorbanciaen 600 nm

Medio con Hierro (l11)

0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)

Figura 18. Cinética de crecimiento celular de un aislado nativo de Ps. cepacia en medios

de cultivo con antraceno en presencia y ausencia de hierro

Usando los datos de la tabla 18 fueron hallados los siguientes valores para 10 a 20

horas de crecimiento:
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Tabla 19. Efecto del Hierro sobre el crecimiento celular para Pseudomonas cepacia en un

medio de cultivo con antraceno como fuente de carbono

Medio salino en NUimero de Tiempo de Velocidad de
Antraceno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™)
Sin Hierro 2,87 3,48 0,199
Con Hierro (Il 3,00 3,34 0,207
Con Hierro (1) 0,898 11,1 0,0622

En estos estudios, el aislado de Ps. cepacia alcanzd mejor crecimiento en los
medios con Fe (ll), con el triple de la velocidad de crecimiento del medio con Fe'"
(ver tabla 19) y con menor tiempo de duplicaciéon, el cual fue el mismo

comportamiento observado para la cepa del ICP-Barranca.

Este comportamiento puede explicarse teniendo en cuenta el sistema enzimético
expresado para la oxidacion del antraceno, el cual como se observo es inhibido por
la presencia de hierro (lll) exdgeno, ya que la enzima encargada de la escision del
anillo aromatico en posicion meta del sustrato 1,2-dihidroxi-antraceno es una
enzima ferrosa, que posiblemente experimentdé un aumento de su actividad

catalitica gracias a la presencia del hierro divalente (ver figura 5)%°.
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Tabla 20. Resultados de la cinética de crecimiento para Pseudomonas cepacia en

fenantreno como fuente de carbono (pre-indculo de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,433)*

Tiempo Medio salino sin Medio salino con 0,1 mM de Medio salino con 0,1 mM de
presencia de hierro Fe(S0,).6H,0 Fe(NO3)3.9H,0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log Absorbancia Log
en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL en 600 nm UFC/mL

0 0,054 6.5676 0,054 6,5676 0,054 6,5676
2 0,060 6,6216 0,054 6,5676 0,060 6,6216
4 0,072 6,7297 0,064 6,6577 0,070 6,7117
8 0,072 6,7297 0,081 6,8108 0,097 6,9549
10 0,080 6,8018 0,112 7,0901 0,120 7,1622
12 0,138 7,3243 0,132 7,2703 0,152 7,4505
14 0,160 7,5225 0,160 7,5225 0,190 7,7928
20 0,498 10,567 0,510 10,676 0,414 9,8108

*Datos obtenidos para 60 ppm de fenantreno inicialmente, pH: 7.0£0,05, 30 horas y

25°C+2,0 con agitacién permanente

0,6
=
S 0,5
2 o4
= 0,3 —o— Medio sin Hierro
c
g 02 ) 4 —— Medio con Hierro (Il)
o o
é 0’(1) ,I.‘__i__—.“’-‘. Medio con Hierro (l11)

0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)

Figura 19. Cinética de crecimiento de un aislado nativo de Ps. cepacia en medios de

cultivo con Fenantreno en presencia y ausencia de hierro

Usando los datos de la cinética registrados en la tabla 20 para 12 a 20 horas, se

determind lo siguiente:
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Tabla 21. Efecto del hierro en el crecimiento celular para Pseudomonas cepacia en medio

de cultivo con Fenantreno como fuente de carbono

Medio salino en NUimero de Tiempo de Velocidad de
Fenantreno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™
Sin Hierro 10,8 1,67 0,304
Con Hierro (Il) 11,3 1,59 0,436
Con Hierro (1) 7,84 2,30 0,302

En estos estudios se observaron ligeras diferencias de estimulacion para el
crecimiento celular en medio con fenantreno. No obstante, se obtuvo mayor
crecimiento celular durante la fase adaptativa en el medio con hierro (Ill), debido
posiblemente a una mayor induccién de las enzimas por adicion de este nutriente

(ver figura 19).

Sin embargo, se observa mayor estimulacién del crecimiento durante la fase
exponencial en el medio de cultivo con hierro (Il), duplicando la velocidad de

crecimiento en comparacion con los otros medios de cultivo estudiados.

Este aislado de la Mesa de los Santos, comparado con el otro aislado, presento
mayor crecimiento en los HAPs como Uunica fuente de carbono, ya que la
duplicacion de la poblacion bacteriana se logré en tiempos muy cortos. En cambio,

en el otro aislado la poblacion no alcanzé a duplicarse en los tiempos trabajados.
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Tabla 22. Cinética de crecimiento celular para Pseudomonas cepacia en pireno como

fuente de carbono (pre-indculo de 5% con absorbancia a 600 nm: 0,433)*

Tiempo Medio salino sin Medio salino con 0,1 mM Medio salino con 0,1 mM
presencia de hierro de Fe(S0,4).6H,0 de Fe(NO3)3.9H0
Horas Absorbancia Log Absorbancia Log Absorbancia Log
600 nm UFC/mL 600 nm UFC/mL 600 nm UFC/mL
0 0,067 6,6847 0,067 6,6847 0,067 6,6847
2 0,090 6,8919 0,066 6,6757 0,074 6,7477
4 0,091 6,9009 0,086 6,8559 0,122 7,1802
8 0,091 6,9009 0,130 7,2522 0,160 7,5225
10 0,102 7,0000 0,130 7,2522 0,160 7,5225
12 0,120 7,1622 0,160 7,5225 0,182 17,7207
20 0,130 7,2522 0,204 7,9189 0,221 8,0721

*Datos obtenidos para 60 ppm de pireno inicialmente, pH 7.0+0,05 y 25°C+2,0 con

agitacion constante

0,25
=
o 0.2
o
o
S 0,15
CG . . .
g o4 / == Medio sin Hierro
3 0.05 = = Medio con Hierro ()
é , Medio con Hierro (111)
< 0

0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

Figura 20. Cinética de crecimiento celular de un aislado nativo de Ps. cepacia en un

medio de cultivo con Pireno en presencia y ausencia de hierro

Con los datos de la tabla 22 para 2 a 20 horas se realizaron los célculos que

evidencian las diferencias entre los medios con Pireno:
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Tabla 23. Efecto del hierro sobre el crecimiento celular para Pseudomonas cepacia en un

medio de cultivo con Pireno como fuente de carbono

Medio salino en NUimero de Tiempo de Velocidad de
Pireno generaciones duplicacion crecimiento
(tg en horas) (u.h™
Sin Hierro 1,20 15,0 0,0461
Con Hierro (Il 4,13 4,36 0,159
Con Hierro (1) 4,40 4,09 0,169

En este caso, la presencia de hierro aumentd significativamente el crecimiento
celular del aislado nativo de Ps. cepacia, lo cual permitié la bioestimulacion del
crecimiento principalmente en presencia del hierro (lll) con 3,7 veces mayor

velocidad que en el medio sin hierro (ver tabla 23).

Este efecto fue similar para el cultivo de la Pseudomonas ICP-Barranca (Ver figura
20).

Este comportamiento probablemente se deba a la presencia de enzimas que
activan el O, a través de una reaccién redox con Fe(lll), con la cual se generarian
especies radicalarias del oxigeno (S=%) que favorecen la oxidacién por O, (S=1)

de los compuestos aroméaticos bajo un espin permitido.

Esto se lleva a cabo debido a que el sustrato aromético (S=0) es
termodindmicamente favorable para reaccionar, pero cinéticamente lento para la

oxidacion por el O; al ser espin prohibido.

Estas enzimas mononucleares que poseen un sitio activo con hierro (lll) de alto
espin y geometria bipiramidal trigonal distorsionada (ver figura 21) son llamadas
enzimas sustrato-activantes férricas y para el caso particular de los HAPs son

enzimas intradiol dioxigenasas.

Dichas enzimas catalizan el rompimiento del anillo aromatico en posicion orto para

el HAP 3,4-dihidroxi-HAP, caso contrario a las extradiol dioxigenasas (enzimas
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activantes-O, ferrosas), que catalizan el rompimiento del anillo en posicion meta
para el 1,2-dihidroxi.HAP.

La unién del sustrato 3,4-dihidroxifenantreno, producido en la degradacion del
fenantreno y del pireno, genera una geometria piramidal cuadrada por enlace
bidentado con la forma doblemente desprotonada de la enzima, como primer paso

en la posterior activacion de este sustrato.

R OH
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OTyr OH
[

o NHis \

o o
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Figura 21. Mecanismo propuesto para las intradiol dioxigenasas actuando sobre un diol-
aromatico (3,4-dihidroxi-HAP)

El mecanismo de activacion del 3,4-dihidroxi-HAP consiste en la transferencia de

un par electrones del orbital molecular ocupado méas alto del sustrato hacia la

molécula triplete del O,, logrando con esto que el Fe™ con S=5/2 pase a una

coordinacion de bajo espin con S=3/2.

Luego de obtenerse el espin permitido, el O, procede a ligarse al sustrato

Ocatecolato

formando un aducto peroxi (quinona), se disocia el enlace Fe- y por ultimo

ocurre la escisién del anillo (figura 21)°%.




Debido a estas observaciones en las cinéticas de crecimiento, puede corroborarse
la clase de rompimiento que ocurre en el anillo aromético, de acuerdo a la enzima
dioxigenasa inducida por la bacteria en presencia del catecol del HAP; ya sea
rompimiento extradiol de 1,2-dioles (Fe" exdégeno estimulé el crecimiento en

antraceno) u intradiol de 3,4-dioles (Fe™ exdgeno estimulé el crecimiento en

fenantreno y pireno).

45 RESULTADOS DE LA COMPARACION DE VELOCIDADES DE
DEGRADACION ESTIMULADA PARA CADA HAP:

4.5.1 Efecto de diferentes concentraciones de hierro sobre el proceso

de biodegradacion de los HAPs.

En estas experiencias se evalud el efecto de diferentes cantidades de hierro
divalente, excepto para el Pireno, que se trabajo con hierro trivalente debido a los
resultados antes vistos. Esta evaluacion se llevd a cabo durante un tiempo de
biodegradacion de 24 horas para los diferentes HAPs, realizando los célculos para
porcentajes de biodegradacion con las curvas de calibracion ajustadas UV-VIS (ver
anexo 1) y teniendo en cuenta las cantidades de cada HAP pérdidas abi6ticamente

(anexo 8).

-71-




Tabla 24. Efecto de la concentracion de Fe(SO,).6H,0 sobre la biodegradacion por 24

horas de naftaleno para Pseudomonas ICP-Barranca

Fe(S0O,).6H20 Absorbancia Log Absorbancia® %Remocion
en el medio en 600 nm del UFC/mL en UV-VIS del en 24
salino (mM) medio salino extracto? horas®
NAFTALENO
0,05 1,191 7,622 0,134 >48
0,10 1,206 7,630 0,128 >48 maximo
0,15 0,970 7,510 0,174 >48
0,20 0,942 7,496 0,218 >48
ANTRACENO
0,05 0,266 7,154 0,631(2) 56
0,10 0,501 7,273 0,755 70
0,15 0,584 7,315 0,752 70
0,20 0,460 7,252 0,631(2) 56
FENANTRENO
0,05 0,555 7,300 0,332 63
0,10 0,570 7,308 0,327 65
0,15 0,631 7,339 0,319 68
0,20 0,663 7,355 0,270 84
Fe(NO3)3.9H,0 (mM) PIRENO
0,05 0,515 7,280 0,136 >95 maximo
0,10 0,506 7,275 0,182 >95
0,15 0,476 7,260 0,389 91
0,20 0,448 7,246 0,765 83

'En orden descendente: 275 nm para el naftaleno, 356 para antraceno, 298 para fenantreno y 299

nm para pireno.

2yvalor tomado teniendo en cuenta 60,0 ppm de concentracion inicial a pH 7,0+0,05 y 25°C+2,0 con
agitacién constante.

® Entre paréntesis: factor de dilucién asociado con la medida de absorbancia y maximo: para la

menor absorbancia detectada por UV-VIS que estuvo por debajo de los valores de la curva de

calibracion.

En los datos compilados en la tabla 24 para los aislados nativos Pseudomonas

ICP-Barranca se observo:

La biodegradacién del fenantreno mostré alta dependencia del hierro (II) exdgeno
como nutriente, ya que el mayor porcentaje de remocion se present6 para el medio

con 0,20 mM con 1.3 veces mas degradacion que el medio de cultivo con 0,05mM.
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A su vez, para el antraceno, el mayor porcentaje de remocion fue en 0,15 mM con

1.3 veces mayor degradacion que el medio de cultivo con 0,05 mM.

Para el medio de cultivo con naftaleno no se observo influencia en la degradacion
debido al hierro (Il), lo cual ya ha sido documentado debido a que la enzima

naftaleno dioxigenasa no exhibe aumento de su actividad con hierro exégeno®.

Respecto a la oxidacion del Pireno en presencia de hierro (lll) exdgeno (ver tabla
24), el mejor resultado se observé para bajas cantidades de este nutriente, pues
para 0,05 mM en el medio salino hubo 1.1 veces mayor biodegradacion

comparado con 0,20 mM para Pseudomonas ICP-Barranca.

Se presentd el mismo comportamiento en el pireno como fuente de carbono y
energia de las Pseudomonas cepacia, alcanzando 1,3 veces mayor remocion para
el medio con 0,10 mM respecto al medio con 0,20 mM de hierro trivalente (ver
tabla 25).
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Tabla 25. Efecto de la concentracién de Fe(S0O,).6H,0 sobre la biodegradacién de los

HAPSs por 24 horas para Pseudomonas cepacia.

Fe(S0O,).6H20 Absorbancia en Log Absorbancia® %Remocién
en el medio 600 nm del UFC/mL en UV-VIS en 24
salino (mM) medio salino del extracto? horas®
NAFTALENO
0,05 0,251 8,342 1,313 <37
0,10 0,301 8,793 1,127 <37
0,15 0,569 9,549 0,910 39
0,20 0,370 9,414 0,940 38
ANTRACENO
0,05 0,148 7,414 0,791 (2) 44
0,10 0,164 7,559 0,772 (2) 45
0,15 0,216 8,027 0,765 (2) 46
0,20 0,220 8,063 0,731 (2) 48
FENANTRENO
0,05 0,341 9,153 0,323 66
0,10 0,370 9,414 0,180 >88
0,15 0,490 10,495 0,159 >88
0,20 0,720 12,568 0,100 >88 maximo
Fe (NO3)3.9H,0 (mM) PIRENO
0,05 0,206 7,937 0,818 (2) 64
0,10 0,374 9,450 0,600 (2) 73
0,15 0,290 8,694 0,807 (2) 64
0,20 0,160 7,522 0,993 (2) 56

'En orden descendente: 275 nm para naftaleno, 356 nm para antraceno, 298 nm para fenantreno y

299 nm para pireno.

2valor tomado teniendo en cuenta 60,0 ppm de concentracion inicial con pH 7,0+0,05 y 25°C+2,0

con agitacion cte.

3Entre paréntesis: factor de dilucion asociado con la medida de absorbancia y maximo: para la

menor absorbancia detectada en UV-VIS que estuvo por debajo de los valores de la curva de

calibracion.

El efecto de la presencia de hierro (II) exdégeno en la oxidacién de los HAPs por

cepas nativas de Pseudomonas cepacia de la Mesa de los Santos fue:

Para el antraceno como fuente de carbono hubo un aumento en el porcentaje de

remocion conforme aumentaba la cantidad de Fe', llegando a lograrse en 0,20 mM

1.1 veces mas biodegradacion que la presentada con 0,05 mM.
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Otro resultado importante ocurrié para el Fenantreno, donde la biodegradacién se
increment6 1,3 veces en el medio con 0,20 mM de Fe' comparado con el medio
con 0,05mM.

4.6 RESULTADOS DE LA BIODEGRADACION ESTIMULADA EN PRESENCIA
DE MEZCLAS DE HAPs USANDO UN CONSORCIO BACTERIANO

Para los célculos de las mezclas entre Antraceno y los otros HAPs trabajados, se
usaron las curvas de calibracién en el UV-VIS (ver anexo 1) y para el resto de
casos la determinacion de las concentraciones finales de contaminante fueron
realizadas por analisis en HPLC (ver anexo 2), teniendo en cuenta las cantidades

perdidas abidticamente para cada HAP (anexo 8).

Tabla 26. Efecto del Fe(S0O,).6H,0 sobre la Biodegradacidn del Antraceno en presencia

de otro HAP (50 ppm cada uno) por consorcio de los 2 aislados nativos Pseudomonas.

Fe(S0,).6H,0 en

Absorbancia 1

%Remocioén

Absorbancia

%Remocioén

el medio salino del extracto en del antraceno 2 del del 2° HAP
(mMm)* 356 nm extracto?
ANTRACENO-PIRENO

0,10 0,440 78 0,710(2) 62

0,15 0,358 82 1,054 75

0,20 0,226 >86 0,592 84

0,30 0,266 86 0,678 82
ANTRACENO-NAFTALENO

0,10 0,763(2) 35 0,620(2) 33

0,15 0,850 60 0,750(2) 23

0,20 0,683 67 0,866(2) 13

0,30 0,594 71 0,882(2) 12
ANTRACENO-FENANTRENO

0,10 0,749(2) 36 0,459 53

0,15 0,879 58 0,460 4,9

0,20 0,739 65 0,460 4.9

0,30 0,986 53 0,402 28

En orden descendiente: 299 nm pireno, 275 nm naftaleno y 298 nm fenantreno.

2Condiciones del cultivo: agitacién constante, pH 7,0+0,05 y 25°C+2,0 por 24 horas.
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Para cada HAPs degradado en presencia del Antraceno (tabla 26) se observo que

a las 24 horas:

Se degrad6 de manera significativa el antraceno en presencia del pireno,
siendo la cantidad 0,20 mM de hierro (ll) presente en el medio de cultivo, la
gue mejor estimul6é la remocion de los dos contaminantes, con un 81,5%

para el Pireno y mas del 85,0% para el antraceno.

En las degradaciones del antraceno en presencia del Naftaleno se observo
mayor remocion del antraceno para 0,30 mM de hierro (ll), mientras que la
mayor remocion de naftaleno ocurrié para 0,10 mM, lo cual mostré que al
estar presente naftaleno y antraceno como fuentes de carbono, el hierro ()

exdgeno es asimilado princiaplmente para la degradacion del antraceno.

Por ultimo, se disminuy6 drasticamente la degradacion del Fenantreno en
presencia del antraceno como fuente de carbono, mientras la mayor
remocion del antraceno fue para el medio de cultivo con 0,20 mM de Fe' lo
cual puede demostrar que existe competencias entre enzimas por la

asimilacion del nutriente ferroso.

Para la mezcla de Naftaleno-Fenantreno, el Fenantreno aumentd su porcentaje de

remocion, siendo la cantidad 0,30 mM de Fe'" donde hubo mayor biodegradacion
(ver tabla 27).

En este caso, se observa también que la mayor degradacion del Naftaleno ocurrié

para la menor cantidad de hierro presente en el medio de cultivo, por lo que para la

oxidacion del Fenantreno el hierro (ll) es asimilado en su totalidad, al no ser

utilizado por las enzimas que oxidan el naftaleno.
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Tabla 27. Efecto del Fe(SO,).6H,0 sobre la biodegradacion de una mezcla Naftaleno-
Fenantreno (50 ppm cada uno) por un consorcio de los 2 aislados nativos de

Pseudomonas.

Fe(S0,).6H,0 %Remocidn %Remocidn

en el medio Naftaleno Fenantreno
salino (mM)*
0.10 34 >82
0.20 32 >82
0.30 27 >82 maximo

*Condiciones del cultivo: agitacion constante, pH: 7.0+0.05 y 25°C+2.0 por 24 horas.

La ultima mezcla con la que se trabajé fue la de los 4 HAPs (50 ppm cada uno,
excepto fenantreno a 100 ppm), la cual se dejé en el medio de cultivo durante 48

horas usando el consorcio de los 2 aislados nativos.

Los resultados fueron analizados por HPLC wusando las calibraciones vy

correcciones por pérdidas abidticas mencionadas (anexo 2 y 8):

Tabla 28. Porcentajes de remocién logrados durante la biodegradacion simultanea de los

4 HAPs realizada por los 2 aislados nativos de Pseudomonas spp en diferentes medios

con hierro*.
FeS0,.6H,0- % % % %
Fe(NO3)3.9H,O Remocién Remocion Remocién Remocién
(mM) Naftaleno  Antraceno Fenantreno Pireno
0,10-0,00 36 63 42 86
0,10-0,05 37 38 55 30
0,10-0,10 38 30 43 45
0,20-0,05 36 45 32 21
0,20-0,15 37 48 40 42
0,20-0,00 36 72 47 >92
0,30-0,00 36 25 44

*Datos obtenidos para 50 ppm inicial de cada HAP, excepto fenantreno con 100 ppm,

pH: 7.0+0.05 y 25+2.0°C con agitacion por 24 horas
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%Remocion de los HAPs en 24 horas
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Figura 22. Porcentaje de remocién de los HAPs segun cantidad Hierro (I1)-Hierro (l1l) en
24 horas.

e Para el naftaleno los resultados fueron muy cercanos para los diferentes
medios con Fe'" y Fe'-Fe'" (ver figura 21), de modo que la presencia de

hierro no influyé de manera significativa en la biodegradacion del naftaleno.

e Por el contrario, se observo un efecto importante en la estimulacion de la
biodegradacion del antraceno (alcanzando alrededor del 72% de remocion
del HAP) en el medio de cultivo con 0,20 mM de hierro divalente (ver figura
21).

e Respecto al Fenantreno la mayor remocion (54,91%) fue en el medio con
mezcla 0,10-0,05 de hierro. Al comparar con las remociones obtenidas con
los otros HAPs de menor masa molecular, se pudo comprobar que fueron
mas bajas las velocidades de degradaciéon y valores de remocion de estos
HAPs.

e El mejor resultado con el pireno (mas del 91,50% de remocion) fue con
presencia de 0,20 mM de hierro (Il) en el medio de cultivo, lo cual difiri6 de

los resultados observados por bioestimulacién con Fe'

, aunque la tendencia
en la que es mayor la biodegradacién para bajas cantidades de Fe (lll) se

mantuvo.
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4.7 EFECTO DEL TRITON X-100 SOBRE LA BIODEGRADACION DE HAPs
UTILIZANDO AISLADOS DE Pseudomonas spp:

En las Tablas 29 y 30 se muestran los resultados del efecto del tritbn X-100 sobre

la biodegradacion.

Tabla 29. Degradacién de los HAPs (60 ppm cada uno) para las 2 cepas aisladas de

Pseudomonas spp con 96 horas en 0,20 mM de Fe(SQO,).6H,0*.

HAP Concentracion %Remocion
(Ppm)

Naftaleno 35 42
Antraceno 8,8 85
Fenantreno 21 65

Pireno 18 70

*Valores para condiciones de pH 7.040,05, 25+2,0°C y agitacién constante.

Tabla 30. Efecto del triton X-100 en la degradacion de los HAPs (60 ppm cada uno) para las 2

cepas aisladas de Pseudomonas spp. en medio salino con 0,20 mM de Fe(S0O,).6H,0*.

HAP Concentracion %Remocion
(Ppm)
Naftaleno 32 47
Antraceno 6,3 89
Fenantreno 9,8 84
Pireno 40 93

*Valores para condiciones de pH 7.0+0,05, 25+2,0°C, 0.1% P/V triton X-100 y agitacién

constante por 96 horas.

El tritbn X-100 aumenté la biodisponibilidad de los HAPs (ver figura 22),
aumentando en mayor medida la biodegradacién del pireno (1.33) y el fenantreno
(1.28).

Estos dos HAPs presentan mayor Koy con menores pérdidas abidticas (tabla 1),

pero por su gran tamafio poseen mejor interaccién con las membranas lipofilicas
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celulares de las bacterias gracias a la presencia del tritobn X-100. Por otro lado,
aunque el naftaleno es de menor tamafio molecular, presenté mayor afinidad por el
agua y una menor interacciéon con el tritén X-100, produciéndose un aumento de la
remocion de sélo 1,12.

El caso del antraceno fue particular, ya que al poseer la menor solubilidad en agua
y mediano tamafo molecular, es mayor su permeabilidad celular y no necesita de
un agente permeabilizante, ya que sin presencia del tritbn X-100 hubo una alto

porcentaje de remocion (85,40%).%3

%Remocion de HAPs en 96 horas
100 g5 89 o 93
80 65 70 -
60 2 47 —
40 -
0
1 2 3 4
m %Remociénsin Triton X.100 %Remocion con Triton x.100

Figura 23. Comparacion entre porcentajes de remocion sin y con tritén X-100 para

1: Naftaleno, 2: Antraceno, 3: Fenantreno y 4: Pireno
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5. CONCLUSIONES

Se aislaron dos cepas nativas de Pseudomonas sp desde sitios
contaminados (terrenos contaminados con HAPs de la refineria de
Barrancabermeja) y no-contaminados con HAPs (Mesa de Los Santos). Los
aislados de la Mesa de Los Santos fueron identificaron como especies

probables de Pseudomonas cepacia.

En el proceso de biodegradacion y crecimiento celular no hubo aumento
significativo en la biomasa celular para los medios de cultivo con naftaleno
como fuente de carbono. No se produjeron tampoco cambios significativos en
el proceso de biodegradacion de naftaleno por efecto de la adicion de hierro

para los aislados Pseudomonas ICP-Barranca.

Para los aislados nativos de Ps. cepacia se observd un incremento notorio
del crecimiento celular cuando se uso6 naftaleno como fuente de carbono en
el medio de cultivo, tanto por adicion de hierro (II) como de hierro (lll),
aumentando mas del doble la velocidad especifica de crecimiento celular en

comparacion con los medios sin hierro.

Se observo un crecimiento celular similar para ambas cepas nativas en el
medio de cultivo con antraceno como fuente de carbono, el cual aument6 en
presencia del hierro (I) y disminuy6 en presencia de hierro (lll) respecto al

medio de cultivo sin hierro exégeno.

La disponibilidad de Fe" aumenté considerablemente el crecimiento celular
en los medios de cultivo con fenantreno y pireno como fuentes de carbono.
Los medios de cultivo en los que se presentaron mayores remociones de
fenantreno y pireno por separado, fueron aquellos que contenian bajas
cantidades de este metal trivalente, mientras que para medios de cultivos con
mezclas de HAPs se produjeron mejores resultados con Fe' en altas

concentraciones.

Para medios de cultivo con 0,20 mM de hierro (II), el aumento de las
biodegradaciones debido al surfactante no i6nico tritbn X-100 fue mas

significativo para la remocion del pireno, aumentando la remocion de HAPs
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en un factor de 1.33 para pireno, 1.29 para fenantreno, 1.12 para naftaleno y

1.05 veces para el antraceno.

Se logré obtener los siguientes porcentajes de biodegradacion de los HAPs
para cultivos de 24 horas con presencia de FeS0O,.6H,0 y con presencia de
FE(NO3)3.9H20 Yy FESO4.6H201

35-38% de Naftaleno, 50-70% de Antraceno, 40-55% de Fenantreno y 80-
90% de Pireno.
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6. RECOMENDACIONES

+ Identificar los aislados por métodos basados en biologia molecular, como por

ejemplo la PCR con marcadores moleculares de subunidades ribosomales.

+ Escalar estos procesos de biodegradacion en un bioreactor de mayor tamafio
para facilitar el control de las condiciones deseadas (temperatura, pH,
agitacion, tiempo, etc) durante el crecimiento y biodegradacién celular de los
HAPs.

+ Estudiar las enzimas implicadas e inducidas (estimuladas) durante el proceso
de biodegradacion por técnicas de protedomica (Electroforesis en 2D y

Espectrometria de Masas).

+ Estudiar el metabolismo de biodegradacion de HAPs de estos nuevos
aislados de Pseudomonas por técnicas de HPLC-MS para identificar los
metabolitos intracelulares involucrados en el proceso de biodegradacion

microbiano.

+ Inmovilizar los microorganismos en soportes sintéticos o naturales, como el
bagazo de cafa, para determinar si hay aumento significativo en la velocidad

de biodegradacion de los HAPSs.
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ANEXO 1- Calibraciones en el UV-VIS para los HAP en n-hexano

Datos y gréafica parala calibracién del Naftaleno en 275 nm

Concentracion

Absorbancia

(ppm) a 275nm
3,00 0,668
4,00 0,686
5,00 0,705
8,00 0,900
10,0 0,991

Calibracion Naftaleno 275 nm

Datos y gréfica para la calibracién del Antraceno en 356 nm

Concentracion

Absorbancia

(ppm) a 356 nm
3,00 0,249
5,00 0,340
10,0 0,625
8,00 0,503
20,0 1,009

£
S 12
N 1,0
N [}
% 0,8 /‘/.
§ 0’ p y=0,049x + 0,493
Qo ! R2= 7
S 02 0.975
3
2 00
0,0 5,0 10,0 15,0
Concentracion (ppm)
Calibracion Antraceno 356 nm
e 12
= *
& 08
c
g 06 /
2 04 y = 0,044x + 0,133
g R2=0,991
£ 02 0/‘
[72]
.g 0
0 5 10 15 20 25

Concentracion (ppm)
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Datos y gréafica para la calibracién del Fenantreno en 298 nm

Concentracion

Absorbancia

(ppm) a 298 nm
5,00 0,258
10,0 0,309
20,0 0,321
40,0 0,429
60,0 0,560

Calibracion Fenantreno 298 nm

0,6
05
0,4
03
0,2
01

0

Absorbanciaen 298 nm

_*

&

?A/ y = 0,005x + 0,234
R2=0,979

0 20 40 60 80

Concentracion (ppm)

Datos y grafica para la calibracién del Pireno en 299 nm

Concentracion

Absorbancia

(ppm) a 299 nm
3,00 0,209
5,00 0,268
8,00 0,580
10,0 0,885
15,0 1,100

14
1,2
10
08
0,6
0,4
0,2
0,0

Absorbanciaen 299 nm

Calibracion Pireno 299 nm

_®
-

/ y=0,080x - 0,051

6 R==0,955

0 5 10 15 20

Concentracion (ppm)
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ANEXO 2. Calibraciones por HPLC-UV en 254 nm para los HAPs en

acetonitrilo

Datos y grafica para la calibracion del Naftaleno por HPLC

Concentracién Area del pico
(ppm) (mAU*s)*

5,00 16,51975

20,0 42,11552

40,0 68,10513

60,0 89,27329

100 155,0958

Area del pico (MAU*s)

*tr=12,432-12,560

Calibracion para el Naftaleno

200

150

100

50

0

.

/ y=1,420x + 10,28

'/V R2=0,994
0 50 100 150
Concentracion (ppm)

Datos y grafica para la calibracion del Fenantreno por HPLC

Concentracion Area del pico
AU*s)*
(ppm) (mAUS)
5,00 448,07617
20,0 618,25745
40,0 1128,5227
60,0 1402,6589
100 2298,4246

*tr= 14,598-14,654

Calibracién del Fenantreno

2500
2000
1500
1000
500
0

Area del pico (mMAU*s)

A

’/‘ﬁg,?lx +292,0

l{ R2=0,992

0

50 100 150
Concentracion (ppm)
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Datos y grafica para la calibracion del Antraceno por HPLC

Concentracién Area del
(Ppm) pico

(mAU*s)*

5 792,08325

20 1458,2261

40 2469,5808

60 3051,1443

100 4817,9146

*tr=14,894-14,937

Area del pico (MAU*s)

Calibracion para el Antraceno

6000
5000
4000
3000
2000
1000

0

/ y=41,86x + 633,8
s R?=0,996
0 50 100 150

Concentracion (ppm)

Datos y grafica para la calibracion del Pireno por HPLC

Concentracioén Area del pico

(ppm) (mAU*s)*

5 240,73743
40 289,98264
60 303,46390

100 348,97025

*tr=15,919-15,970

Area del pico (MAU*s)

400
350
300
250
200
150
100
50
0

Calibracion para el Pireno

L 4 y=1,117x + 2385
R2=0,989
0 50 100 150
Concentracion (ppm)
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Anexo 3. Cromatograma HPLC/UV a 254 nm para 5,00 ppm de cada HAP

estudiado (en orden de elucion: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)

Data File C:\CHEM32\1\DATA\IIDROCARBUROSMAIRA\002-0201.D

Sample Name: 5ppm
Acg. Cperator : maira Seq. Line : 2
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 2
Injection Date 21/04/2009 03:29:03 p.m. Ind 3 o]
Inj Volume : 1 pnl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\PAHS.M
Last changed 21/04/2009 03:08:04 p.m. by maira
(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\PAHS.M
Last changed : 21/04/2009 05:00:48 p.m. by maira
{modified after loading)
Method Info : Analisis de PAis
DADT A Sig=254,4 Ref=360,100 (HIDROCARBUROSMAIRAWG02-0201.0)
mAU =1
| ®
| | b3
140 |
120
100 i
2|
80 =
1 Ll
60:
40 o
&
i 48 8 § 28
5 oy 5 S goe ©
: 0z =l e AR == e 3
i -20 i
' o 2 . 6 81 12 14 16 18 mi
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal
Multiplier B 1.0000
Dilution s 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4rRef:350,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
3 [min] [min] [mAU*s] [mAU] % 3
e i J i [ v it b e s e=5=me=
dk 1197 BB 0.0847 47.24698 9.39433 1.90%6
2 1.738 BV 0.1071 26.04573 3.57078 1.0527
3 1.932 VB 0.188% 58.45882 3.94458 Laub2?
4 4.151 BB 0.0473 11.21877 3.32980 0.4534
5 17292 BV 0.11237 30512671 3.59693 1.2176
6 11.683 VB B 1239 41.43480 4.,47912 1.6747
7 12.558 BB 0.0746 16,.:52,975 3.40627 0.6677
8 12.998 BY 0.1320 22.68998 2.49765 0.9171
9 13.179 VB 0.1586 35.29792 3.06031 1.4256
20 14.654 BV 0.1053 448.07617 61.26403 18.1099
& - 44,8957 VB 0.0824 792.08325 143.45131 32.0136
Instrument 1 21/04/2009 05:02:55 p.m. maira Page 1 of 2

=75 M O

-94-




Anexo 4. Cromatograma HPLC/UV a 254 nm para 20,0 ppm de cada HAP

estudiado (en orden de elucién: naftaleno, fenantreno,

antraceno y pireno)

N

Sample Mham=: 20pcm

—rmmees v ve wwuad .

Acqg. Operator
Acg. Instrument
Injection Date

Seq. Line : 3
Location :
Iy L

: maira
Instrument 1
21/04/2009 03:54:49 p.m.

Inj Volume : 1 pl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\METHODS\PAHS.M
Last changed : 21/04/2009 03:53:43 p.m. by maira
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\PA4YS.M
Last changed : 21/04/2009 05:00:48 p.m. by maira
(modified after lcading)
Methed Info : Analisis de PAHs
- DAD1A Sig=254,4 Ref=360,100 (HIDI ROCARBURQSZMAIRA003-0307.0) S TR e
| mAU Y
i 3
- ]
250
- I‘
200
‘ ‘ 2
i «
| 150 2!
100
50 8
! o~
g8 ¥ 2
< © A 7] -
: S E = 8 e
| 4 ~ 1t eyt ‘
0.._ e — - e —r i P S e SR S e - -
i — - e S TS et e e e e e SN
S . SIENET - S e 8 10 120 o 1L 6
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal
Multiplier f 1.0000
Dilution H 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100
Feak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] 3
----------- it B Rttt B e e e e —
1 4.147 BB 0.0482 10.89973 3.16551 0.4781
2 7.614 BB 0.2739 24,13065 1.34143 1.0585
3 1l.6749 VB 0.1267 37.05468 4211232 1.6254
4 12.432 BB 0.0789 42.11552 8.34764 1.8474
S 13.175 BB 0.1546 27.78085 2.48075 1,2186
6 14.598 Vv 0.0740 618.25745 128,73343 27.1196
7 14.394 vv 0.0723 1458.22607 313.50665 €3.9644
8 15,922 BV 0.0983 61.28009 9.62421 2.6880
Totals 2279.74504 471.41094
hstrument 1 21/04/2009 05:04:07 p.m. maira Page L &

18 min

%]
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Anexo 5. Cromatograma HPLC/UV a 254 nm para 40,0 ppm de cada HAP

estudiado (en orden de elucion: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)

DdLa L1LiT C. \CHLPJL AL \UALAVULIVNJUARDUN/JLMIALIRA \UUS - U2 UL .U

Sample Name: 40ppm

Acqg. Operator 3
Acqg. Instrument
Injection Date

Method
Last changed
Method Info

maira

Instrument 1
21/04/2009 04:15:03 p.m.

C: \CHEM32\1\METHODS\ PAHS.M
: 21/04/2009 03:53:43 p.m. by maira
: Analisis de PAHs

Seq. Line :
Location : Vial 4
Inj*: 1
Inj Volume : 1 pl

e DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (HICROCARBUROS2MAIRA\004-0401.D)
| mau ] 3
500 3
1 i
[ 400 |
| |
| |
‘ 300-1 i
| oll
| | g
| | 3|
1 1 |
3 200 L
J :
" 100 | ;
i 59 R Rl oo ?
| | &3 2 38 4F Ji=es |
r claBam Fra el o 0 v o =melE SEe ey b
1 l ‘
; | : 2% R |
i [ it 4 S é 10 12 14 16 18 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution i 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
{3 [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
s | Masunae (] sannens e s s e e e
1 1.180 BB 0.1252 148.83395 L7 1656 3.1086
2 1.738 BV 0.1005 18.01906 2.61076 0.3764
3 T:932- V2 0, 1Ea7 34.69109 2.83€38 0.7246
4 4.149 BB 0.0477 10.97538 3. 2247 0.2292
5 11.2%4 BV 0.1260 30.38486 3.54435 0.6346
6 1i.682 VB 0.1282 39. 54771 4.42765 0.8260
1125560 BB 00261 68.10513 I3 . 9LgEuh, 1.4225
8 12,998 BV 051330 22 . 5975 2.46378 0.4720
918113 VR 0.1580 34.18605 2.97e44 0.7140
10 14,145 BV 0.0942 14.21520 2.17824 0.2970
11 14.264 VvV 0.1043 22.71740 3.07231 0.4745
12 14.650 vV 0.0782 1128.52271 218.64330 23.5709
135 A, 538 VB 0.0747 2469.58081 507.97018 51.5810
14 15,385 BV 0. L7715 13012878 12.60363 5060 554
LB 15529 VR 0.2059 203.73541 12.92564 4.2553
nstrument 1 21/04/2009 05:33:10 p.m. maira Page Tiet 2
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Anexo 6. Cromatograma HPLC/UV a 254 nm para 60,0 ppm de cada HAP

estudiado (en orden de elucion: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)

Data File C:\Chem32\1\DATA\HIDROCARBUROS3MAIRA\005-0501.D
Sample Name: 60ppm

Acg. Operator : maira Seq. Line : 5
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 5
Injecticn Date : 21/04/2009 04:55:21 p.m, TR

Inj Veolume : 1 pl
C:\CHEM32\1\SEQUENCE\PAHS.S
C:\CHEM32\1\METHODS\PAHS.M
21/04/2009 03:53:43 p.n. by maira
Analisis de PAHs

Sequence File
Method

Last changed
Method Info

s T v g

DAD1 A, Sig=2544 Ref=360,100 (HIDROCARBUROS3MAIRAI005-0501.D)
mAU 7 3
600 1 %
500 |
i
400 -
“
@
5
o |
300 T
|l
200 ?
I
100 - @
' & 3 § e £a
| o AR ] ]
] g s 4 LR 8 %
0! SRR . 1 R e S N -
{
0 i) 4 & 8 10 12 4 16 18 m
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multliplier : 1.0000
Dilution i 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
* [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
Mg | mas - 1 sy et———n == s | S
1 4.136 BB 0.0480 9.87788 2.87900 0.1768
2 6.197 BB 0.0937 216.32414 36.20181 3.8718
3 7.432 BB 0.0889 11.70421 2.04022 0.2095
4 11.684 B3 012799 37.80021 4.24456 0.6766
5 12.432 BB 0.0790 89.27329 17.65456 1.5978
6 3.178 BB 0.1743 34.74955 2.63667 0.6220
7 14.072 BV 0.0945 12.58306 1.91958 0.2252
8 14.198 VV 0.0992 19.20028 2.75872 0.3436
9 14.598 VvV 0.0774 1402.658%94 275.31998 25,1049
10 14.894 V3 0.0749 3051.14429 626.08209 54.6096
11 15.488 BV 0.4331 398.41122 11.14433 7.1308
12 15.919 VB 0.1560 303.46390 26,81558 5.4314
Totals : 55§7,19098 1009.75811
Instrument 1 21/04/2009 05:14:35 p.m. maira Page 1. icf 2
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Anexo 7. Cromatograma HPLC/UV a 254 nm para 100 ppm de cada HAP estudiado
(en orden de elucién: naftaleno, fenantreno, antraceno y pireno)

[ DEtE File C:\Chem32\1\DATANHT DROCARBUROS3MATRA\006-0601.D
Sample Name: 100ppm

Acqg. Operator ¢ maira Seq. Line : 6
Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 6
Injection Dats : 21/04/20009 05:15:33 p.m. Inj : i

Inj Volume : 1 nl
Sequence File ¢ C:\CHEM32\1\SEQUENCE\PAHS.S
Methed C:\CHEM32\1\METHODS\PAHS.M
Last changed 21/04/2009 03:53:43 p.m. by maira
Method Info Aralisis de PAHs

~  DAD1 1\',‘s@ﬁs«iﬁé’fﬂéﬁ'ﬁoo’(HTﬁﬂOEA@mamiﬁ\oosnnem.D)

1 mAU 5
| o2 :

‘ 800 |
J : 1 |
| | |
| 00 I
| 5 |
1 w0
! 3, .
| | [ |
- 400 N f
] |
L |
| 200J
| \ o
i - 5
| § & ¢ & K 3
o G i & e cestue. S 4 ‘
e ———— e e e e . N
S il D 6 8 L T 16 __18_min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier £ 1.0000
Dilution s 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
[

1 1.222 BB 0.0753 39,41381 8.96631 0.4740
2 1.736 BV 0..089 22.,1:5730 2.397310 0.2664
3 1,933 'WE 0.1647 43.65246 3.38035 0.5249
4 4.146 BB C.0497 10.94734 3.21715 0.1316
5 11,311 BV 0.1473 36.09516 3.58896 0.4340
6 11.683 VB 0.1447 46.36477 4.48128 0.5575
7 12.562 BB 0.0776 155.09576 31.43659 1.8650
8 13.006 BV 0.1301 22.76310 2,55046 0.2737
9 13.180 VB 0.1571 34.30480 3.00601 0.4125
10 14.142 BV 0.0873 15.93720 2.68199 0.1916
11 14.263 Vv 0.098€3 23.76964 3.36751 0.2858
12 14.654 vv 0.0748 2298.42456 471.92224 27.6386
13 14.937 VB 0.0777 4817.%1455 974.94031 57.9356
14 15.384 BV 0.1687 143.55505 12, 38711 1.7263

nstrument 1 21/04/2009 05:34:48 p.m. maira Page iof 2
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ANEXO 8. Datos de las pérdidas abioticas para cada HAP en 24 horas*.

HAP Area del pico Concentracioén Pérdida
(mAU*s) remanente abidtica
(ppm) (ppm)
Naftaleno 55,522900 31,87 28,13
Fenantreno 1396,3276 56,03 3,970
Antraceno 3947,4499 57,66 2,340
Pireno 305,79617 59,93 0,070

*60 ppm de concentracion inicial, pH: 7.0£0.05, 25°C+2.0 y agitacion

constante.

-99 -




	BIODEGRADACIÓN ESTIMULADA DE AGUAS CONTAMINADAS CON 

DROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS  (HAPs) POR AISLADOS 

NATIVOS Pseudomonas spp 
	CONTENIDO 
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABLAS 
	LISTA DE ANEXOS 
	RESUMEN 
	INTRODUCCIÓN
	1. MARCO TEÓRICO
	2. ANTECEDENTES 
	3. DESARROLLO EXPERIMENTAL 
	4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
	5. CONCLUSIONES 
	6. RECOMENDACIONES 
	BIBLIOGRAFÍA 
	ANEXOS

