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RESUMEN

En este trabgo se vaidd e método colorimetro de la 4-aminoantipirina por
adecuacion para poder cuantificar las concentraciones de compuestos organoclorados en
muestras ambientales. Para determinar € poder de degradacion del consorcio bacteriano
(RS-13), €l mismo fue incubado en presencia de 2-clorofenol y 4-clorofenol a diferentes
concentraciones. La degradacion de 2-CF tuvo lugar bagjo |as concentraciones de 25 mg.L-
1y 55 mg.L? respectivamente y en e 4-CF a40 mg.L! y 65 mg.L™. La degradacién de
ambos compuestos por el consorcio bacteriano (RS-13) fue seguida por la cuantificacion
de fenoles totales, demostrandose que & consorcio bacteriano estudiado es capaz de
degradar €l 2-CF en 24 horas 45% de la concentracion inicial y 47% en la segunda
concentracion alas 24 horas. En el 4-CF se degradd 26% en la primera concentracion y
32% en la segunda concentracion. Confirmandose la capacidad de degradar compuesto
organoclorados por e consorcio estudiado. EI mecanismo de degradacion de los

compuestos organoclorados estuvo marcado por laliberacion de cloruro.

Palabras claves. compuestos organoclorados, 2-clorofenol, 4-clorofenol, consorcio

bacteriano, degradacion



SUMMARY

In this work the colorimeter method of 4-aminoantipirina was validated by
adaptation to be able to quantify the concentrations of organochlorate compound in
environmental samples. To determine the power of degradation of the bacterial consortium
(RS-13), the same one was incubated in 2-chlorophenol presence and 4-chlorophenol to
different concentrations. The degradation of 2-CF took low place respectively the
concentrations of 25 mg.L* and 55 mg.L™? and in the 4-CF to 40 mg.L™ and 65 mg.L™.
The degradation of both compounds for the bacterial consortium (RS-13) it was continued
by the determination of total phenol, being demonstrated that the studied bacterial
consortium is able to degrade the 2-CF in 24 h 45% of theinitial concentration and 47%in
the second concentration at the 24 h. In the 4-CF it demeaned 26% in the first concentration
and 32% in the second concentration. The capacity to degrade organochlorate compound
for the bacterial consortium (RS-13) was confirmed. The mechanism of degradation of the

organochlorate compound was marked by the liberation of chloride.

Passwords:  organochlorate compound, 2-chlorophenol, 4-chlorophenol, bacterial

consortium, degradation.
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INTRODUCCION

El siglo XX se designé como €l siglo de la quimica organica debido al desarrollo de
diferentes compuestos utilizados parala el aboracion de unainfinidad de nuevos productos:
fibras sintéticas, plasticos, compuestos farmacéuticos, etc. Paralelamente, esto ha supuesto
el vertido a medio ambiente de efluentes liquidos, solidos 0 gaseosos, incorporando
numero de estas sustancias, con un fuerte impacto asociado sobre e medio receptor. Este
impacto estd en numerosas ocasiones originado por € papel limitado que pueden jugar
estas sustancias en | os ciclos natural es de descomposi cion de lamateria debido asu caracter
antropogénico y xenobidtico (Paz, 2002). Un gemplo claro lo constituye la industria

guimicay petroquimica, al igual que los residuos generados por el sector agroindustrial.

El fenol junto con sus derivados son los representantes mas comunes de
contaminantes organi cos toxicos, 1o cual ha dado como resultado efectos acumulativos en
el medio ambiente. Estos contaminantes se han encontrado en las corrientes de desagiie
desperdiciadas de varios procesos y operaciones de industrias, como la gasificacion de
carbén, produccion de resing, industrias petroleras, agricultura, produccién de farmacos, la
manufactura explosiva, €l plastico, lasindustrias de barniz y las industrias textiles (Juangy
col 2006). Por tanto el fenol constituye un compuesto mirado como un contaminante de

prioridad por todos los paises del mundo.

El uso extensivo del fenol hatraido consigo una contaminacion extendida de latierra
y € agua subterrdnea, afectando a organismos vivientes debido a la toxicidad del
compuesto. Labuena solubilidad de fenol dentro del aguay su elevado contenido, muestra
la ata probabilidad del fenol de actuar como un agente contaminante, deteriorandose las
caracteristicas organol épticas del agua. La concentracion de esta sustancia puede impedir
lafotosintesis en las diatomeas y algas verdes-azul es; concentraciones de fenol con valores

entre 100 y 400 pg. mL™%, causalainhibicion completade lafotosintesis (K ostyeav, 1973).

La biorremediacion es un proceso mediante el cual 10s microorganismos degradan o
transforman contaminantes organicos toxicos. Se han aislados microorganismos que
pueden degradar varios contaminantes (nitroaromaticos, cloroaromaticos, arométicos
policiclicos, bifenilos, bifenilospoliclorados y componentes de aceites) para utilizarlos en
la biorremediacion de sitios contaminados. Sin embargo, algunos de los compuestos
xenobioticos, como los compuestos nitrados y arométicos halogenados, pesticidas y
explosivos son muy estables y quimicamente inertes bajo condiciones ambientales.

Algunos de estos compuestos son metabolizados Unicamente en presencia de unafuente de
1



carbono alterna, ya que de lo contrario son solamente transformados, sin llegar a

minerdizarse.

Muchos microorganismos son capaces de metabolizar completamente o mineralizar
diferentes contaminantes organicos medioambientales, dentro de estos encontramos €l
fenol y sus derivados, que pueden ser degradados bajo condiciones aerobias y/o anaerobias
(Agarry y col, 2008). En este sentido €l género Pseudomonas ha demostrado la habilidad

para degradar el fenol de manera eficaz.

L a sel eccidn de tecnol ogias bi otecnol 6gi cas adecuadas, depende de las caracteristicas
del contaminante a tratar, ademas del aprovechamiento del amplio espectro de reacciones
metabdlicas que exhiben los organismos vivos, |0 que constituye un aspecto a tener en
cuenta en la concepcion de sistemas de tratamiento que minimicen los impactos que

ocasionan € vertido de residuales a ambiente (Silva, 2006).

En Cuba, a pesar del trabajo que se realiza en €l cuidado y conservacion del medio
ambiente, la contaminacion de los embalses, rios, presas, mares y bahias por € vertido
continuo de aguas residuales sin tratar o insuficientemente depurados, genera serias
alteraciones en estos cuerpos o corrientes receptoras, provocando un deterioro, en muchos
casos hotable, de |las condiciones de vida e higiénico-sanitarias de | os asentamientos sociales

aedafios, desde € punto de vistaambiental, econdémico, estético y cultural (Cardero, 2008).

El estudio presente es disefiado para examinar la efectividad de un conjunto de cepas
en la remocién de compuestos organoclorados en aguas residuales. Los organismos
sel eccionados ofrecen ventajas sobre otros relacionados en la literatura rel acionada con el
tema. El presente trabajo consta de 2 partes evaluar |a tolerancia de los microorganismos
seleccionados y una segunda parte relacionada con la capacidad de degradar compuestos
organoclorados por microorganismos, evaluando e mecanismo y lacinética, los efectos de

los parametros de remocién: pH, temperatura, tiempo de remocion.

DISENO TEORICO

Tomando en consideracion todos los elementos anteriormente expuestos, se planted para €

desarrollo de estatesis de maestriae siguiente disefio tedrico:

Necesidad social.

Demostrar que € consorcio RS-13 aislado de ambientes contaminados (Hidrocarburos)

tiene la capacidad de adaptarse en medio con compuestos organoclorados y a su vez
2



degradar ciertas cantidades en funcién de su supervivencia. Lo anterior posibilitard su uso

futuro en ensayos de biodegradacion.
Problema

Carenciade microorganismos con capacidad de degradar compuestos organi cos recal citrantes
presentes en aguas 'y suelos.

Hipdtesisdetrabajo
Contar con cepas bacterianas con potencialidades de degradar compuestos organicos

contaminantes, permitira disminuir € impacto que ocasionan los compuestos clorofendlicos
en e medioambiente.

Objetivo general
Estudiar la degradacion de compuestos organoclorados por el consorcio bacteriano RS-13

aislado de ambientes contaminados con hidrocarburos.
Objetivos especificos
1. Redlizar lavalidacion por adecuacion del método colorimétrico 4-aminoantipirina
parala cuantificacion de compuestos fendlicos en muestras ambientales.

2. Ensayar el crecimiento del consorcio bacteriano RS-13 en presencia de 2-clorofenol

y 4-clorofenol a dos niveles de concentracion.

3. Determinar la capacidad de degradacion de 2-clorofenol y 4-clorofenol del

consorcio bacteriano RS-13.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1 Caracteristicas de compuestos or ganoclor ados

L os clorofenoles estén situados en | os sitios de | os acidos débiles, acidez que esta dada
por el nimero y posicion de los aomos de cloro relativos a los grupos hidroxilo. Son
solidos a temperatura ambiente. En estos, €l anillo aromatico del fenol esta sustituido con
1a5aomosdecloro (Figural.l). Sonintermediarios versétiles en sintesis quimica, debido
a que, tanto en los grupos hidroxilo como & anillo aromético puede reaccionar por una
sustitucion tanto nucleofilica como una sustitucion hidrofilica 'y son facilmente oxidados
(Zafra, 2010).

El 2-clorofenol (Figura 1.2) estéd formado por un 1 &omo de cloro en la posicién orto
unido a un &omo de hidrogeno y presenta caracteristicas fisicas y quimicas como: férmula
molecular C1CsHsOH, peso molecular de 128.56 g/Mol y unadensidad de 1.2573 g/cm® a
25 °C. Tiene una apariencia de liguido ambar ante la luz, presenta una solubilidad en agua
de 20 g.L ! at 20 °C, € punto de fusion esde 9.4 °C y e punto de ebullicion es de 174 °C.
Es soluble en benceno y etanol, presenta una presion de vapor de 0.308 kPa, es corrosivo
y causamareos si es aspirado por las fosas nasales sin proteccion.

El 4-clorofenol (Figura 1.3) esta formado por un 1 aomo de cloro en la posicion para
unido a un a&omo de hidrogeno y presenta las siguientes caracteristicas fisicas y quimicas:
formula molecular C1CsHsOH, peso molecular de 128.56 g/Mol y unadensidad de 1.2238
g/cm® a 25 °C. Es un sdlido hiimedo de color blanco a amarillo cristalino, presenta una
solubilidad en agua de 20 g.L™*a 20 °C, & punto de fusion es de 4.3 °C y e punto de
ebulliciéon es de 220 °C, € indice de refraccion es de 1.5479 g a 40 °C; es soluble en
benceno, etanol, es corrosivo; al igual que el 2-clorofenol causa mareos si es aspirado por
las fosas nasales sin proteccion. Este compuesto es un problema de contaminacion para
ambientes acuaticos y terrestres, ademas que es utilizado para fabricar otras sustancias
quimicas, para la obtencion de antiséptico local, como esterilizantes y como disolventes,
también se ha utilizado en diversas actividades industriales y en laindustria farmacéutica
(Kristiansen y col, 1994; Rogersy Gerlanch, 1996).
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1.1.1 Fuentes generador as de compuestos organoclorados.

Dentro delosclorofenoles, € 2-clorofenol esuno delos que se produce con mayor
frecuencia como un intermediario en la produccién del fenol y de los colorantes y resinas
con base fendlica. Es muy frecuente su presencia en los residuales de las plantas
petroquimicasy refineriasy en conjunto con €l fenol, el cua puede a canzar hastalos 3000
mg.L?, puedellegar ainterferir con los procesos desarrollados en | as plantas de tratamiento
de estos residuales (Farrell y Quilty, 2002). También puede ser encontrado en los suelosy
aguas aedafas a pozos petroliferos (Banerjee y Ghoshal, 2010). También puede formarse
durante la cloracion del agua de beber que tenga un contenido fendlico, gemplo
contaminacion con compuestos humicos (Gallego, 2001). Una de las mas importantes
aplicaciones del 4-clorofenol estden lasintesis de derivados de quinizarinay de antraguinonas,
asi como también en lasintesis de un biocida como & 2-benzil-4-clorofenol. El 4-clorofenol es
uno de los materiales crudos paralasintesis de dosfungicidas, el diclorofenoy el triadimefeno.
También esta involucrado en la sintesis de una droga como € etil-a, a-dimetil-4-
clorofenoxi acetato, utilizado como un agente reductor del colesterol, esta sintesis
involucra reacciones con acetona y cloroformo seguidas por una esterificacion del etanol
(Zafra G, 2010).

1.2 Generalidades de la contaminacién ambiental por compuestos or ganoclor ados.

La concentracion, estructura, pH de la sustancia y del medio, asi como la
velocidad de incorporacion y e metabolismo del compuesto fendlico, determinan el grado
en que éste afecta a los organismos, ya sea de manera cronica o por una toxicidad aguda
(Zafra, 2010). La toxicidad de los clorofenoles es variable y depende de la cantidad de
atomos de cloro asociados a anillo aromatico. Dentro de los monoclorofenoles, el 2- y 3-
(orto y meta) clorofenol son considerablemente mas toxicos que los fenoles diclorados,
aungque menos toxicos que € pentaclorofenol y esto puede estar relacionado también con
la posicion que ocupa € cloro en la molécula haciendo més dificil su degradacion
(Annachhatre y col, 1996). El 2-clorofenol debido a su mayor solubilidad en agua,
comparada con todos los clorofenoles, tiene méas probabilidades de contaminar los
ecosistemas |legando hasta | as aguas subterréneas, ademés de absorberse fuertemente alos
sedimentos de los sistemas acuaticos (Hazardous Substances Data Bank, 2012). Este en
conjunto con e fenol esta entre los compuestos declarados como peligrosos por la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos debido a su persistencia (ATSDR,
2003).



Existen diferentes factores, tanto ambiental es como biol dgicos, que pueden aumentar
o disminuir €l efecto crénico de los compuestos fendlicos sobre los organismos (Zafra,
2010).

1. Entre | os factores ambiental es destacan:

a) Lafotdlisis, que aumentao disminuye | os efectos de | os compuestos fendlicos en funcién
del tipo de los productos finales formados.

b) Sinergismo, donde la toxicidad de los fenoles en ocasiones no solo se debe en si a
compuesto puro, SiN0 a su asociacion con otros compuestos u otros contaminantes que

existen en € ambiente.

c) El pH y latoxicidad puede variar dependiendo de las condiciones de acidez o alcalinidad
existente en e medio, generalmente latoxicidad de los compuestos fendlicos aumenta con
pH é&cidos.

d) Latemperatura, al aumentar es mayor la sensibilidad de |os organi smos acuéticos hacia

los compuestos fendlicos debido a que se incrementa su metabolismo.

€) Laconcentracion de oxigeno disuelto, a disminuir en el agua, |0s organismos aumentan
su respiracion y con ellos son més sensibles alos compuestos fendlicos debido a que los
absorben més répido.

2.- Entre los factores biol 6gicos se encuentran (Zafra G, 2010).

a) Degradacion microbiana, la descomposicion por parte de los microorganismos

disminuye la toxicidad de muchos compuestos fendlicos.

b) Edad y talla de los organismos, en general |0s organismos pequefios son méas sensibles

gue los organismos grandes.

c) Estacionalidad, en organismos acuéticos por gemplo, en e verano la actividad
metabolica es superior debido a aumento de la temperatura, por 10 que son més sensibles

gue en €l invierno.

d) Madurez sexual, se ha observado que los organismos sexualmente maduros son menos

tolerantes alos compuestos fendlicos que |os organismos juveniles.

1.2.1 Tratamiento dela contaminacion ambiental por compuestos organoclorados.

Para el tratamiento de estos compuestos se emplean métodos quimicos y fisicos como

son la ozonizacion, filtracion con carbono activado, procesos que utilizan el H.O2/UV, 0
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la filtracion por membranas, que son costosos, ademéas de que pueden dar origen a

subproductos mas toxicos.

La biodegradacion gue explota la capacidad de 1os microorganismos (especialmente
las bacterias) para convertir los contaminantes organicos en agua, dioxido de carbono y
biomasa bajo condiciones aerobias 0 anaerobias, permiten un proceso mas barato, con un
minimo de impacto ambiental que logra remover los estos contaminantes y restaurar 10s
lugares afectados, evitando con la mineralizacion completa, la aparicion de subproductos
peligrosos (Banerjeey col, 2010).
1.3 Vias de biodegradaciéon de compuestos or ganoclor ados.

La degradacién microbiana aerobia de los compuestos aromaticos ocurre por via del
catecol como metabolito principal. La degradacién del catecol puede cursar por laviaorto
0 meta.

En la degradacion del 2-Clorofenolse comienza con la formacion del 3-clorocatecol.
La degradacion por via meta del 3-clorocatecol (en la posicion extradiol), forma un
compuesto que se une de manera irreversible a la enzima que deberia degradarlo,
impidiendo su accion o dando lugar a un intermediario altamente reactivo que hace €l
mismo efecto pero antes libera e cloro, aunque no la cantidad esperada, indicando
degradacion incompleta (Figura 1.4). El intermediario formado se acumulaen el medio de
cultivo dando una coloracién pardasegun Farrel and Quilty (1999). Por medio delaviaorto
el 3-clorocatecol serompe en laposicionintradiol logrando unadegradacion completa pues
se forman intermediarios que entran a ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Fetzner y
Lingens, 1994; Pieper 2005). En estas vias participan las enzimas fenol hidrolasa,

clorocatechol 2,3-dioxigenasao clorocatechol 1,2-dioxigenasa como las principales.
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Mientras gque los xenobidticos, tales como compuestos aromaticos (organoclorados,
entre otros) son mineralizados via el desdoblamiento en orto (Figura 1.5). La degradacion
de substratos cloro y metilarométi cos en mezclas es amenudo incompl eta, provocando una
acumulacion de metabolitos finales como clorocatecol es, semial dehidoshidroximuconicos
clorados (HMS’s), entre otros (Zafra, 2010). Se ha descrito que
ComamonastestoteroniJH5, realiza una mineralizacion completa y répida de una mezcla
de 4-clorofenol (4-CP) monometilfenoles (Hollender et al, 1994), y esto lo lleva acabo por
unafision en el anillo en meta. Por o cual, no hay acumulacion de HSM y si unaliberacion
de cloro en cantidades estequeométricas. El crecimiento de C. testosteronise promueve al
incrementar la concentracion de 4-CP hasta 1.8 mM (Hollender et al, 1997).

ViaHidroquinol: Por estavia se degrada mayoritariamente el 4-clorofenol (Nordin, et
al, 2005). Estos autores proponen dos vias para su degradacion, por la accion de A.
chlorophenolicus A6, la primera via ocurre la generacion de un compuesto [lamado
benzoquinona que se transforma posteriormente a hidroguinona. En la segunda propuesta
el 4-clorofenol entra en contacto con la fenol hidrolasa dando lugar a 4-clorocatecol,
posteriormente por accion enzimatica se forma el 5-clorohidroxiquinol, luego aparece la
formacion de la 2-hidroxi-1,4-benzoquinona y seguido la formacion del  hidroxiquinol y
como producto final el maleilacetato, en este caso |0s autores sugieren que laformacion de
2-hydroxy-1,4-benzoquinone es por la liberacion del cloro del anillo aromético dando

lugar a 5-clorohidroxiquinol (Figura 1.6).
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1.3.1 Degradacion microbiana de compuestos organocl orados.

Existe una gran variedad de microorganismos que han sido aislados y caracterizados, a
partir de efluentes de transformacion quimica e industriales, las cuales han revelado la
capacidad que poseen para degradar compuestos organoclorados, es decir sustancias
aromaticas como el fenol, catecol, y compuestos clorados a bajas concentraciones. Entre estos
se encuentran como degradadores de fenol a Pseudomonasputida(Hill y Robinson, 1995;
Monteiroet al., 2000; Gonzales et al., 2001); Pseudomonasspp. (Bayly y Wigmore, 1973);
Alcaligenessp. (Hughes y Bayly, 1983); Sreptomycessetonii(Antai y Crawford, 1983);
Bacillusstear other mophilus(Gurujeyalakshumi y Oriel 1989); Rhodopseudomonas palustres
(Rahalkar et a. 1993); Candida tropicales (Neujahr y Gaal, 1999);
Trichosporoncutaneu(Godjevargovaet al., 1998); Aspergillus terreusy
Geotrichumcandidum(Garcia et al., 1997) y Rhodococcuschlorophenolicus(Apalahati y
Salkinoja, 1987), Ochromonasdanica(Kirkt y Ronald, 1996). En la tabla 1.1, se muestran
algunos otros microorganismos degradadores de compuestos arométicos tanto como

CONSOrcCi0S COMO MiCroorgani Smos puros.

Muchas son las bacterias existentes en los ecosistemas gque pueden eventualmente
transformar la mayoria de los compuestos téxicos debido ala versatilidad de sus sistemas
enziméticos. Labase fundamental, por tanto de laeliminacién de compuestos organicos en
sitios contaminados, es la capacidad de degradacion que poseen |os microorganismos

autoctonos de | os sitios impactados.

Los microorganismos usados mayormente para degradar compuestos son los
mi croorganismo aerobios, debido a su eficacia para degradar |os compuesto toxico y crecer
maés rapido que los anaerobios y acanzando usua mente la mineralizacion completa del
compuesto toxico (Tabla1.1).



Tabla 1.1. Compendio de autores y microorganismo que mas refieren las bibliografias en

trabgjo con compuestos organocl orados.

Autoresdel trabajo Micr oor ganismo Compuesto degradado
Nordin et a., 2005 Arthrobacter chlorophenolicus A6 4-Clorofenal
A.Backman y J,K ,Jansson, 2004 Arthrobacter chlorophenolicus A6 4-Clorofenol
Calderaet al.,1999 Comsorcio bacteriano 4-Clorofenol
Balfanz y Rehm, 1991 Alcaligenes sp. A7-2 4-Clorofenal
Werstmeier y Rehm, 1987 Alcaligenes sp. A7-2 4-Clorofenal
Werstmeier y Rehm, 1985 Alcaligenes sp. A7-2 4-Clorofenol
Saez y Rittmann, 1991 Pseudomonas putida 4-Clorofenol
JianYou et a., 2008 Cepamutada de laradiacion de 4-Clorofenal
Candida tropicalis
Guang,Haulu et al., 2009 Pseudomanas, Flavobacterium, 4-Clorofenol
Alcaligenesy Mycopiana
Farrel y Quilty, 2002 Pseudomonas putida 2-Clorofenol
Farrel y Quilty, 1999 Pseudomonas putida +cultivo mixto 2-Clorofenol
Sayad, Ismaeil y El-Behih, 2009 Bacillus subtilis OS1L 4-Clorofenol
Sayad, Ismaeil y El-Behih, 2009  Alcaligenes sp OS2 4-Clorofenol
Galego et d., 2001 Cultivo puro de Alcaligenes sp 2-Clorofenol
Galego et d., 2003 Genero Alcaligenes sp+ Cultivo mixto  2-Clorofenal
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CAPITULO 2. METODOL OGIA EXPERIMENTAL .

Estainvestigacion se realizo en el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI),

perteneciente ala Facultad de Ciencias Naturaes, Universdad de Oriente, en €
periodo de Marzo de 2013 aMayo 2014.

2.1 Materialesy Métodos

Los materiaesy reactivos quimicos usados en € experimento de validacién por adecuacion

y en la degradacion por e consorcio bacteriano RS-13 de 2-clorofenol y 4-clorofenol

fueron suministrados por el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial.

2.1.1 Materiales

Reactivos quimicos y soluciones

v

Hidréxido de amonio NH4OH: Tomar 35 mL de NH4OH a0.5N y diluiren 1 L de
agua destilada.

Tampon fosfato: Disolver 104.5 g de KoHPOs y 72.3 de KH2 POs en 1 L de agua
destilada. Medir y gjustar pH a6.8.

4-aminoantipirina 2 %: Pesar 2.0 g de 4-aminoantipirinay disolver en 100 mL de
agua destilada.

Ferrocianuro de Potasio 8 %: Pesar 8.0 g de Ferrocianuro de potasio y disolver en
100 mL de agua destilada.

Solucion de nitrato de plataal 0.0171 N: (Disolver 2.913 g de nitrato de plataen 1
L de agua destilada y envasar. Valore esta solucion contra una de cloruro de sodio
con 0.0171N.

Suspension de hidréxido de aluminio: (Disolver 125 g de sulfato de aluminio y
potasio (AIKSO4 12H20) en 1 L de agua destilada. Caliente a 60 °C y afiada 55 mL
de hidroxido de amonio concentrado, despacio y agitando. Dejar en reposo cerca
de 1 horay lavar €l precipitado con sucesivas adiciones de aguadestilada, hasta que
guede libre de cloruros. Finalmente completar con agua destiladahasta 1 L.

Perdxido de hidrogeno a 30 %.

Solucién indicadora de fenolftaleina.
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v Solucion indicadora de cromato al 5 %: Pesar 50 g de K;.CRO4 y disolver en 1 L de
agua destilada. Adicionar solucion de AgNOz y espere formacion de un precipitado
de color rojo, luego de 12 horasfiltrar y diluir en un 1 L de agua destilada.

v' Esténdar de cloruro de sodio 0.0141N: Disolver 824.0 mg de NaCl, secado a 140
°C y diluido en 1L de agua destilada. (1.00 mL=500 pg CI").

v Solucién 2 McFarland: SemezclaBaCl2d 1%y H2SOsa 1%. Luego de mezcladas
ambas soluciones, son agitadas. Se comparala densidad del tubo muestra contra el
patron en tabla MacFarland (Anexo 2.1).

v' Medio Minera (MMS): Tampoén fosfato 20mM (KH2PO4, NaeHPO4, pH 7,2), 0,5
g.Lt de (NH4)2S04 y 0,2 g.L ™t de MgSO4-7H20 en agua destilada suplementada
con 10 mL de una solucion de elementos trazas. La solucion contenia (en mg.L™2)
Ca(NOz3)2 .4H20, 600; FeSO4 .7H20, 200; MnSO4 .4H20, 20; CuSO4 .5H0, 40;
ZnS04 .7H20, 20; H3BO3, 3; NaM 004 .2H20, 4y fue acidificadacon 1 mL de &cido

sulfdrico concentrado por litro (Kréckel y col, 1987).

2.1.2 Mé&odos analiticos.

2.1.2.1 Método colorimétrico para la cuantificacion de fenoles utilizando 4-
aminoantipirina.

Fundamento del método

La cuantificacion de compuestos fendlicos fue determinada por €l método indirecto de la
4-aminoantipiring, segun se reportaen e APHA, 2012, pero a un volumen de 5 mL. Para
ello las muestras y patrones fueron gjustadas a 7,9+0,1 unidades de pH, ala cual se hace
reaccionar con la 4-aminoantipirina en presencia de Ferricianuro de Potasio, formando un

compuesto antipirina coloreado que es mantenido en solucién acuosa.

2.1.2.2 Método argentométrico para determinar cloruros.
El método se basa en la precipitacion de cloruros de plata mediante la utilizacion de

una solucién de nitrato de plata de concentracion conocida. Se empled como indicador,
cromato de potasio, €l cual precipitacomo cromato de plata de color rojo, en medio neutro,

inmediatamente después de precipitar todos los cloruros. (APHA, 2012).

Para la determinacién, se toman 50 mL de la muestra o porciones menores se diluye

en 50 mL con agua destilada, gjustar pH a 7 unidades con solucion de H2SOs: se aflade 1.0

11



mL del indicador cromato de potasio a 5% y se procede a la valoracion con solucion de
nitrato de plataa 0.0171 N, agitando hasta la aparicion de coloracion rojo ladrillo.

La concentracidn de iones cloruros de determina mediante la ecuacion 1.
CL= ((A-B)*N*35,450)/M Ecuacion 1

Donde: Cl esla cantidad de cloruros (mg.L™) expresado como cloruro de sodio; A son los
mL de solucion de nitrato de plata consumidos en la valoracion'y B son los mL de solucion
de nitrato de plata consumidos en la valoracion del blanco. N es la concentracion de la

solucién de nitrato de plata expresada en Mol.dm**. M-es la cantidad de muestras (mL)

2.1.2.3 Determinacion del crecimiento bacteriana por €l método directo Viables.
El crecimiento microbiano se determind por conteo de viables, preparando una serie

de diluciones hasta 10° seguin & crecimiento microbiano y se sembrd por diseminacion por
duplicado en placas con agar nutriente con 0.01mL de la solucién escogida. Se incub6 24
horasy seleyo lacantidad de colonias crecidas. Se calcul 6 launidad formadorade colonias
por mL (UFC/mL) delamuestratomada graficando Log UFC/mL contrael tiempo (Horas)
(Madigan y Col, 2003)

2.1.2.4 Determinacion del porcentaje de degradacion.
La remocion de los compuestos organoclorados en muestras fue monitoreada con un

espectrofotometro RayLeigh UV-2601 mediante la cuantificacion de fenoles, segin
descrito en e apartado 2.1.2.1 determinando €l porcentgje de degradacion segin lo

expresado en la ecuacion 2.

% Degradacion = ((Ci-Cy)/Ci)*100 Ecuacion 2

Donde: Ci esla concentracioninicial de fenolesy Cs esla concentracion final.

2.2 Evaluacién delatolerancia delosaislados bacterianos ante el 2-clor ofenol (2-CF).
La tolerancia de los aislados a concentraciones crecientes de 2-CF se evalud por €l

método de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (Sondossi y col, 1991). Para esto se
prepard caldo nutriente con concentraciones crecientes del 2-CF partiendo de 0,5 g.L™ con
incrementos a intervalos de 1 g.L! y seinocularon los aislados, incubandose a 32 °C. Al

12



primero, segundo y séptimo dia, setomaron 10 pL delos cultivosy seinocularon en placas
con agar nutriente, incubandose durante 24 horas. La existenciade crecimiento en laplaca
setomo como e resultado positivo de la prueba. Se consideré como CMI la concentracion

mas baja del 2-CF donde no se observo crecimiento.

2.3 Adaptacion del aislado bacteriano
La adaptacion del aislado se llevd a cabo con la siembra en tubos con agar nutriente y

clorofenol, incubando durante 24 horas (se trabgjé 2-clorofenol a 25y 55 mg.L? y 4-
clorofenol a40 y 65 mg.L™Y). El crecimiento fue recogido y lavado, € pellet obtenido se
resuspendié en 50 mL de MMS con Glucosa al 1 % e incubado durante 24 horas a 35 °C.
Pasada las 24 horas se centrifugd y se lavd 2 veces con MMS. Los pellet fueron
resuspendidos en MM S suplementado con |os compuestos clorofendlicos estudiados como
unica fuente de carbono y energia, incubandose durante 4 dias. Pasada este tiempo fue
recogido e crecimiento y lavado 2 veces con MMS. Se resuspendié hasta alcanzar una
turbidez aproximadamente de 2 McFarland (Manual of Clinical Microbiology, 1999).

2.4 Degradacion de compuestos organoclor ados por e consor cio bacteriano RS-13.
La degradacion se llevé a cabo en reactores (erlenmeyers) que fueron inoculados con

1 mL del indculo adaptado. En este experimento se ensayaron dos concentraciones por
cada compuesto organoclorado, en el caso del 2-clorofenol se usaron las concentraciones
25 mg.Lty 55 mg.Lty en e caso del 4-clorofenol se utilizaron las concentraciones 40
mg.L ™y 65 mg.LL. Los erlenmeyers seincubaron a 35 °C, agitando a 105 rpm durante 120
horas. Cada variante fue ensayada por triplicado. Se utilizaron controles para evaluar la

degradacion abidtica de los compuestos. Se muestred ainterval os regulares de 24 horas.

El crecimiento microbiano fue seguido por el método de conteo deviablesy por lectura
de laturbidez en la cua fue medidala densidad dptica de las muestras de cada reactor. La

lectura se realiz6 a 660 nm contra blanco (agua destilada).

La degradacion de los compuestos fue seguida utilizando € método argentomeétrico
para evaluar la presencia y cantidad de iones cloruros. También se desarrollé la

cuantificacion de los fenoles totales mediante el empleo de la 4-aminoantipirina.
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CAPITULO 3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1 Validacion por adecuacion del método colorimétrico dela 4-aminoantipirinapara
la cuantificacion de compuestos fendlicos.

La cuantificacion de compuestos fendlicos 'y € seguimiento de su degradacion puede
ser evaluada a través de varios métodos analiticos, cuya seleccion depende de la matriz a
analizar; entre estos se encuentran las técnicas colorimétricas FolinCicalteau, descrito
fundamentalmente para muestras de farmacos (United State Pharmacopeia, 2007, ICH
Topic Q1 A, 2004), & método Folin Denis (Mattila and Kumpulainen, 2002) y el método
de la 4-aminoantipirina, descrito esencialmente para € estudio de muestras de aguas y
aguas residuales, por medio de extraccion con cloroformo (Método directo) o por medio
del método indirecto (APHA, 2012).

El método 4-aminoantipirina, es el método estandar para la cuantificacion de fenoles
totales en muestras ambientales; se caracteriza como un método rapido y sencillo ya que
no requiere de instrumental sofisticado. Su validacion conducird a la obtencion de
resultados precisosy exactos, con un alto grado de seguridad dentro de | as especificaciones
y atributos de calidad previamente establ ecidos.

Paralavalidacion del método espectrof otométrico 4-aminoantipirina, se determinaron
los pardmetros establecidos en la norma cubana, llevando € método de la escala

convenciona aescalamicro.

3.1.1 Linealidad
La linealidad del método se determind por la recta de mejor gjuste, por medio del

andlisis de regresion de los minimos cuadrados. La Figura 3.1 representa la curva de
calibracion através de lacual se determinalalinealidad del método a aplicar laregresion
lineal para n= 10 que dio origen a la recta de megjor guste. Se ensayaron muestras de
concentraciones desde 1-5 pg.mL ™.

L os resultados reflgjan un coeficiente de correlacion y de regresion lineal por encima
de los limites establecidos (r = 0,9989 y r? > 0,9978) cuestion que indica una alta
correspondencia entre la concentracion y la respuesta anditica para las diez

determinaciones realizadas, con 99 % de confiabilidad.

El estadistico r? (coeficiente de determinacion) indica que el modelo gjustado explica
el 99,89 % de la variabilidad observada, y €l coeficiente de correlacion con un valor de

0,9978, demuestra que existe una dependencia lineal entre la concentracion y la sefia
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analiticaen € intervalo evaluado; linealidad del método gue es corroborada por € grafico
de los residuos (diferencia entre los valores experimentales y los predichos por € modelo

gjustado) en funcion de la concentracion (Figura 3.2).

En e andlisis de varianza (Anova) del modelo de regresion, se obtuvo que e Feaculado
= 207,72y & Fapuiado (P=0,05) = 4,7E-3 por o que Fealculado™Ftabuiado, |0 que demuestra que
existe unabuenacorrelacion entre laabsorbanciay laconcentracion, lo que permite evaluar
la concentracién de fenol por los valores de la absorbancia obtenidos.

3.1.2 Precision y exactitud
La precision de un método solo depende de ladistribucion delos errores a eatorios que

no esta asociada con €l valor verdadero y se expresa generalmente como la desviacién
tipica del resultado analitico. Tiene como objetivo conocer |la variabilidad y los factores
susceptibles de influir sobre los resultados de un ensayo que no pueden ser siempre

controlados (analista, equipo, instrumental, reactivos, tiempo, etc.) (NC-TS 368, 2010).

En este estudio, la precision fue determinada a través de larepetibilidad, evaluando la
variabilidad del método operado para el andlisis a escalamicro sobre la mismamuestra, en
las mismas condiciones de ensayo (analista, equipo y reactivos) y en e mismo laboratorio.
La determinacion fue realizada a través de la desviacion tipica relativa (CV) para cinco
niveles de concentracion que abarcaron el interval o de concentracion en que se encuentran
las muestras a partir de una solucion Stock de fenol (1 pg.mL™), y en condiciones de
repetitividad (Tabla 3.1). El coeficiente de variacion obtenido para los cinco niveles de
concentracion evaluados fue de 0,02, mucho menor que lo permitido como limite para
métodos espectrofotométricos (< 3 %), 1o que evidencia que € método estandarizado a
escalamicro es preciso paralas concentraciones establ ecidas en | as condiciones de trabajo
ensayadas.

Los resultados de exactitud indican que un método analitico esta proximo al valor
verdadero, o a que se acepta convencionalmente como valor verdadero. Para determinar
s e méodo es exacto se redizd la prueba de recuperacion a 3 muestras con
concentraciones iniciales de 1,06; 2,07 y 3,08 ug.mL™?, a las cuales se les afiadio una
cantidad conocida del analito, donde los porcentgjes de recuperacion obtenidos, oscilan
entre 99,1y 100,9 %, lo que sugiere que € método tiene buena exactitud. Para comprobar
que la recuperacion es satisfactoria se realizd una prueba-t donde se comparé la media de
recobrado obtenida con respecto a 100 % (recobrado tedrico). Debido a que € p-valor para esta
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prueba es mayor o igual a 0,05 (p = 0,0641), no se rechaza la hipétesis nula, con un nivel de
confianza del 95,0 % y por tanto se concluye que € porcentgje de recuperacion obtenido (100,01)
representad 100 % de recuperacion. Laveracidad del método fue eval uada para cada concentracion
estudiada con un tamafio de muestra de n=10 (Tabla 3.2).

3.1.3 Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccién (LD) ha sido definido como la menor cantidad de analito
detectable pero no cuantificable por el método de andlisis en una muestra, mientras que €
limite de cuantificacion o de determinacion (LC) es e valor minimo de andlito

cuantificable por € método en una muestra.

Para determinar los limites de deteccion y de cuantificacion del método
espectrofotométrico 4-aminoantipiring, se realizé la determinacion de veinte muestras
blanco de agua destilada. El Iimite de deteccion calculado fue de 0,052 ug.mL™ y e de
cuantificacion fue 0,62 g, mL2. Ambos resultados confirman la utilidad del método para

cuantificar pequefias cantidades de fenoles en medio de cultivo (Tabla 3.3).

3.1.4 Robustez
Dado que el método de la 4-aminoantipirina se fundamenta en una reaccién donde el

gjuste de pH es fundamental para garantizar laformacion del compleo coloreado entre €l
reactivo 4-aminoantipirinay e fenol presente en lamuestra, condiciones significativas para
laobtencion de un buen resultado analitico; se comprobd larobustez del método por medio
de un disefio factorial 22, donde se evaluaron los factores: € volumen de buffer afiadido y
cantidad de reactivo como factores dependientes para el método ensayado, cuya variable

de respuesta fue la concentracion de fenoles totales.

Con los resultados del analisis ANOVA (Tabla 3.4), se pudo comprobar que ninguno
de los factores estudiados, ni la combinacién de estos, influye significativamente en los
resultados analiticos del método (p-valor > 0,05) con un nivel de confianza del 95 %, lo
que demuestra que € método de la 4-aminoantipirina es robusto frente a los factores
estudiados. También el método se ha empleado con varias modificaciones en cuanto a

concentracion del reactivo precursor (4-aminoantipirina) (Botré Cy col, 2009).

Los resultados revelan que € método analizado tiene la capacidad de permanecer
inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en ciertos pardmetros; es decir,
capacidad que demuestra el procedimiento de andlisis para proporcionar resultados validos
en presencia de pequefios cambios respecto a las condiciones descritas en € método,
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susceptibles de producirse durante su utilizacion, lo cual indicalafiabilidad o “estabilidad”

durante su empleo en andlisis de rutina.
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Tabla 3.1.Resultados del estudio de la precision del método 4-aminoantipirina para la

cuantificacion de fenol.

» _ Desviacion
Concentracién Media (ug.mL™) Desviacion tipica
Estandar .
de Fenol (ug.mL™) (X) (n=10) relativa (% C.V)
(D.E)

1 0,1351 0,002766867 0,02048

2 0,2650 0,005333333 0,02013

3 0,3924 0,008682038 0,02213

4 0,4861 0,009926955 0,02042

5 0,6448 0,014195461 0,02202

Tabla 3.2.Porcentgje de recuperacion obtenidos en € ensayo de la exactitud del método 4-

aminoantipirina a escala micro.

Con,centraciérll Cantidad afiadida ~ Conc. calcylada % Recuperacion
patron (pg.mL™) deanalito (ug) (ug.mL™Y)
1,06 11 2,15 99,1
2,07 2,1 4,19 100,9
3.08 3,1 6,18 100
Media 100,01

CV % 0,00036




Tabla 3.3. Limites de determinacion y cuantificacion determinados parala cuantificacion

de fenoles por el método 4-aminoantipirinaaescalamicro. (Limited y limite de c)

Parametros Valores
N° de Muestras 20
Media (ug.mL™Y) 0,0479
Desviacion Estandar (pug.mL™) 0,0013727
XwmAaxima (Mg.mL™) 0,049
Xminima (ug.mL™Y) 0,044
L imite de Deteccion (x + 3 D.E) (ug.mL™Y) 0,0520181
L imite de cuantificacion (x = 10 D.E) (ug.mL™) 0,061627

Tabla 3.4. Resultados dd ANOVA para €l ensayo de robustez del micro-método de la 4-

aminoantipirina.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon- Vaor-P
Cuadrados Medio F
A:Cantidad de 4-
_ o 0,00002112 1 0,00002112 0,01 0,9230
aminoantipirina
B:Cantidad de
0,00177013 1 0,00177013 1,24 0,4662
buffer
AB 0,00177013 1 0,00177013 1,24 0,4662
Error total 0,00143113 1 0,00143113
Tota (corr.) 0,0160219 7




3.1.5 Determinacion de compuestos fendlicos en muestras de medio de cultivo.

L os compuestos organocl orados son téxicos paralamayoria de os microorganismos
a concentraciones superiores a 80 pg.mL™?, de ahi que se considere un éxito encontrar
bacterias que degraden completamente concentraciones cercanas a estas. Lo anterior
justifica la busgueda de bacterias degradadoras de éstos compuestos y su ensayo a
concentraciones entre los 100 y 300 pg.mL™* (Banerjee A y Ghoshal AK, 2010; Botré C'y
col, 2009; El-Sayed W'y col, 2009; Ferreira G, 2010). Por tanto para e estudio se debe
contar con métodos precisos que permitan de manera rgpida y sencilla el monitoreo del

proceso de degradacion.

Partiendo de lo anterior, para la evaluacion de la efectividad del método 4-
aminoantipirinaaescalamicro, se procedio a cuantificar los fenoles en muestras incubadas
en medio mineral saino con 80,8 pg.mL*de 2-clorofenol e inoculada con € consorcio
bacteriano RS-11 y RS-13.

La Tabla 3.5 muestra los valores de concentracion antes y después del proceso de
degradacion, cuantificado a través del método evaluado; cuantificacion que fue realizada
ensayando muestras de cultivo en tiempo cero y transcurrida 48 h de experimentacion. Se
observo que pasada 48 h, la concentracion del 2-clorofenol descendié en 40 y 30 % para
RS-11 y RS-13 respectivamente. Lo que demuestra que las cepas no adaptadas a un
compuesto toxico, necesitan mas tiempo para que su maguinaria enzimética esté lista para
degradar el compuesto organico evaluado y asi minimizar su toxicidad o utilizarlo como
fuente de carbono; resultados similares obtuvo (Magdolna Z y col, 2013), cuando observo
que amedida que aumentabala concentracion de 4-CF (10, 100 y 1000 pg.mLY) disminuia
el porcentgje de degradaciéon (88, 50 y 15 % respectivamente) durante un tiempo de
incubacién de 164 h (Magdolna Z y col, 2013; Sngh Sy col, 2009).

El coeficiente de variacion de las determinaciones fue de 0,0041 y 0,0038 % paralos
cultivos con RS-11 y RS-13 respectivamente; demostrando que el método es efectivo para
la cuantificacion de fenoles total es en cultivos bacterianos, |os cuales requieren de técnicas

precisas y de poco volumen de muestra.
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Tabla 3.5. Determinacion de fenoles en medios de cultivos por los métodos 4-

aminoantipirina a escala micro, antes y después del proceso de degradacion por cepas del

género Bacillus.

N° de N° de Co(fenoles) Ct (fenoles)
o DS  CV (%)
muestras deter minaciones (ug.mL™?) (ug.mL™?)
1 5 80 32 0,016 0,0041
2 5 80 24 0,016 0,0038

Leyenda: Co-Concentracion inicial, Ci-Concentracién final



3.2 Crecimiento del consor cio bacteriano RS-13 en 2-clor ofenal y 4-clor ofenal.

3.2.1 Evaluacion de la tolerancia del consorcio bacteriano RS-13 en 2-clorofenol y 4-
clorofenal.

La tolerancia de una bacteria a un compuesto muestra la capacidad que tiene para
sobrevivir en presenciade dicho compuesto hasta una concentracion determinada, es decir,
el agente ensayado se comporta como bacteriostético, sin afectar la viabilidad aunque si €
crecimiento, mientras que a concentraciones superiores puede comportarse como
bactericida o bacteriolitico (Madigan y Parker, 2000).

Existen varios métodos para evaluar |a tolerancia que poseen |os microorganismos a
un compuesto quimico determinado, en € presente trabajo se procedid inoculando los
microorganismos en placas agarizadas con €l producto a evaluar y observar si existe
crecimiento pasado los siete dias de incubacion (Godoy y col, 1999; Matafonova y col,
2006; Matafonova y col, 2007; Singh y col, 2009; Banegjee y Ghoshal, 2010). EI método
de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) no es capaz de distinguir entre capacidad cida
0 estatica pues solo evalla la concentracion a la que no se observa crecimiento. Sin
embargo, e método empleado, reportado por Sondossi, |as evalla de manera diferenciada
permitiendo separar ambas capacidades, siendo capaz de evidenciar si las bacterias resisten
a las condiciones impuestas, al valorar €l crecimiento de la misma en un medio genera
solido sin € toxico.

En este sentido € ensayo mostré que e consorcio RS-13 tuvo unatolerancia de 8.0
mg.L* para 2-clorofenol y 4-clorofenoal, lo que evidencia que dicho consorcio es aceptable
y quelas bacterias que lo componen puede ser capaz de sobrevivir en condiciones con altas

concentraciones de estos compuestos (Figura3.3y 3.4).

Laliteraturarefiere latolerancia asociada a la capacidad de observar crecimiento en
los diferentes compuestos fendlicos de varias bacterias como son: Bacillus cereus hasta
0,09 g.L* de 2,4-diclorofenol (Matafonova y col, 2006; Matafonova y col, 2007); dos
aislados de Bacillus sp. hasta0,3 g.L* de 2-clorofenol (Al-Thani y col, 2007), Arthrobacter
chlorophenolicus A6 hasta 0,3 g.L ! de 4-clorofenol (Nordin y col, 2005), B. cereus y
Paenibacillus sp., entre 0,1 - 0,5 g.L* defenol (Singhy col, 2009), asi como Pseudomonas
sp hasta 0,5 g.L* de fenol (Banerjee y Ghoshal, 2010). Lo anterior jemplificalarelacion
que puede exigtir entre la complejidad de la estructura del compuesto y la capacidad de

crecer en su presencia
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Figura 3.3. Toleranciadel consorcio bacteriano RS-13 a 2-clorofenol y 4-clorofenol.

Figura 3.4. Crecimiento de RS-13 sobre placa agarizada suplementada con 2-
clorofenol y 4-clorofenol .



Los compuestos fendlicos tienen la habilidad de interrumpir las funciones de la
membrana, produciendo la muerte celular (Liny col, 2008). Su principal modo de accién
es el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, aspecto en € cual también incide €
grado de cloracion, siendo este efecto menor para monoclorados como el 2-clorofenol y €
4-clorofenol, respecto a los policlorados como e pentaclorofenol (Haggblom y Valo,
1995). También se ha mostrado que €l crecimiento microbiano y la degradacion de los
compuestos fendlicos se dificulta por la toxicidad del sustrato cuando aumenta su
concentracion (Kargi y Eker, 2005).

Los mecanismos de resistencia a toxicos han sido estudiados en detalles para los
antibidticos y se piensa que la resistencia a compuestos organicos y solventes sea por
mecanismos similares (Pandey y col, 2009). Varios autores sugieren que esta resistencia
esta basada en cambios morfologicos y fisiolégicos. La toxicidad de los compuestos

organicos se debe entonces a su acumulacion dentro de la membrana celular.

El primer mecanismo desarrollado por las bacterias, puede ser incrementar la rigidez de la
membranay disminuir su permeabilidad quimica. Otro mecanismo puede ser expul sar € toxico por
medio de bombas dependientes de energia (transporte activo), cuyo objetivo es mantener la
concentracion del compuesto dentro de nivel es subtoxicos parael organismo (Pandey y col, 2009;
Ramos y col, 2002; Chavez y col, 2006). Los mecanismos mencionados puede explicar la dta
tolerancia encontrada en el consorcio estudiado (RS-13) que pasadas las 120 logra degradar h de
incubacion aproximadamente € 50 % de los compuestos. RS-13 procede de terreno con una
contaminacion de larga data, es un consorcio bacteriano que lleva mucho tiempo habitando estos
ecosistemas impactados con hidrocarburos, por lo que es l6gico encontrar especies con

caracteristicas metabdlicas y genotipicas adaptadas a estas condiciones.

3.2.2 Crecimiento de RS-13 sobre €l 2-clorofenaol y 4-clorofenaol.

El crecimiento microbiano fue determinado a través del conteo y mediante la lectura de la
turbidez, realizado a varios interval os tiempo para un tiempo total de experimentacion de 120h. Se
ensayaron dos niveles de concentracion para cada compuesto estudiado, 25 y 55 mg.L para 2-

clorofenol y 40 y 65 mg.L™* para4-clorofenal.

Las curvas de crecimiento obtenidas por € conteo de viables, evidencian € crecimiento
exponencia del consorcio sobre ambos compuestos. El consorcio RS-13 crecido sobre25y 55 m.L-
! muestra un comportamiento similar, en las primeras 24 h, hubo un crecimiento en €l niimero de
células, tiempo a partir del cual se observa un comportamiento lineal pero en descenso hastalas 72

h en que se mantiene con poca variacion, siendo mayor para 55 mg.L* (Figura 3.5).

20



7.5
6.5
L6 =
Ess & ~ o
% 5 RN
§’4.5 N -
4 S, - -
3.5
3
25
0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

= == 55mg/L eeeee- 25 mg/L

Figura 3.5. Crecimiento del consorcio RS-13 sobre 2-clorofenol.




El andlisis de la turbidez del medio refiere muerte para una parte de los
microorganismos a entrar en contacto con e compuesto ensayado. El crecimiento
observado posterior a las 8 h es producto de la bacterias que sobrevivieron a la
concentracion utilizada del toxico, pasadalas 24 h. El ensayo con 25 mg.L ™ de 2-clorofenol
mostré un incremento en la densidad Optica en relacion con €l tiempo, mayor que lo
observado cuando se ensay6 a la concentracion de 55 mg.L ™. En ambos casos existe una
diferencia estadisticamente significativa en la variacion de este parametro en funcion del
tiempo (Anexo 3.1). Laformairregular de la curva sugiere un crecimiento por formacion
de fl6culos, que no fueron observables en las primeras horas, pero si a partir de las 16 h
con un tamafio pequefio que fue aumentando y por tanto haciéndose visible hasta e final
del tiempo de experimentacion (Figura3.6 'y 3.7).

Farrel y Quilty (2002) experimentando con Pseudomonas putida, encontraron que la
mismaformabafl6cul os en presenciade 2-clorofenol aconcentracionesde 100y 200 mg.L-
1 sin embargo no observaron a 50 mg.L™t. En cambio, en este trabajo se evidencio la
aparicion de floculoscon € consorcio RS-13 a concentraciones de 25 y 55 mg.L™, siendo
mas pequefios a menor concentracion del compuesto, lo cual discrepa con lo referido por
los autores antes mencionados. El aisado RS-13, cuando crece en caldo nutriente en
condiciones estaticas forma una pelicula en la superficie del medio, lo cua pudiera ser la
explicacion delaaparicion de fléeul os en e medio de degradaci dn en condiciones estaticas.
Seguin Alexander (1994) e proceso de muerte celular es apreciable, en la aclimatacion de
microorganismo, cuando crecen en fenol durante las primeras horas de estar en contacto
con € medio, utilizando luego la fuente de carbono disponible durante |la fase de
crecimiento. La tendencia descrita anteriormente se aprecio en € experimento realizado

con 2-clorofenol alas diferentes concentraciones ensayadas (25 y 55 mg.L ™).

En e caso del 4-clorofenol se observd un incremento de la densidad Optica a la
concentracion de 60 mg.LY; Sayed y col. (2009), explican en su trabgjo que
concentraciones superiores 60 mg.L™, inhiben & crecimiento del microorganismo por la
toxicidad del compuesto a crecimiento celular (Figura 3.8). ElI 4-clorofenol a
concentraciones de 40 y 65 mg.L™, muestra mejor tendencia lineal (R?>= 0,57-0,67) que &
2-clorofenol (R?=0,22-0,39), evidenciando una menor formacion de floculos (datos no
mostrados). El consorcio RS-13, tuvo un crecimiento exponencial (Figura 3.9), siendo

superior paralaconcentracion de 65 mg.L ™ con unap=0,091 ht y u=0,05 h'! para40 mg.L"
1
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3.3 Degradacion de 2-clorofenol y 4-clorofenol por € consorcio bacteriano RS-13.
Kwon y Yeon (2009) refieren los microorganismos a crecer en fenol pasan por dos

etapas laprimera el microorgani Smo secreta enzimas que estimulala degradaci6n de dicho
compuesto y la segunda ocurre por medio de cambios en la estructura de la membrana
originado por € toxico, lo que explicalademoraen e comienzo de la degradacion de este
y otros compuestos similares, o que se considera como |a adaptacion del microorganismo
a este compuesto.

En el presente trabajo |a degradacién del 2-clorofenol por el consorcio bacteriano RS-
13 ala concentracion de 25 y 55 mg.L %, se desarroll6 con mayor éxito ala concentracion
de 25 mg.L"?, donde | os niveles de concentracion de fenol es tienden aladisminucion segin

se muestraen lafigura 3.9.

La concentracion del 2-clorofenol, transcurridas las primeras 24 h alcanzo valores de
13y 24 mg.L* para 25y 55 mg.L ! de concentracion inicial respectivamente; transcurridas
las 120 h de experimentacion se logra un descenso de la concentracién hasta8 y 13 mg.L-
! respectivamente (Figura 3.10).

Hay trabajos que refieren que Pseudomona putida degradd 200 mg de 2-clorofenol en
tan solo 48 horas (Farrel and Quilty, 1999); estos mismos autores trabajaron la cepa de
Pseudomona putida de conjunto con un cultivo mixto para degradar 200 mg.L™ de 2-
clorofenol, logrando la degradacion total en 124 h de experimentacion (Farrel andQuilty,
2002). Gallego et al, 2001, degradd con un cultivo puro de bacterias del género Alcaligenes
sp un 985 % de 100 mg de 2-clorofenol. También logré degradar con e cultivo de
Alcaligenes sp 92.5 % de 100 mg de 2-clorofenol y con un cultivo mixto de bacterias 99.8
% de 100 mg de este compuesto en 36 horas (Gallego et al, 2003); estos resultados son
superiores alos acanzados en este trabgjo, donde solo selogradegradar €l 70y 76 % para
25y 55 mg.L de concentracion de partida (Figura 3.11), cuestion que puede estar dada
por el tiempo de adaptacion realizado a consorcio estudiado y por € tamafio del inéculo
de partida. Segun la ecuacion de correlacion de la degradacion en funcion del tiempo, se
determind que con las concentraciones ensayadas de 2-clorofenol selograuna degradacion
total en 144 h.

En los ensayos de degradacion la temperatura juega un papel fundamental en
dependencia del tipo de microorganismo, en este trabagjo la temperatura fue 35 °C y se
mantuvo estable durante las 120 h; sin embargo Gallego y col. (2003) trabajaron a
temperatura de 28 °C.
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L a degradacion de 4-clorofenol fue ensayadaen 40y 65 mg.L 2, cuyo comportamiento
fue inferior que en 2-clorofenol, logrando a las primeras 24 h una dismunicién 13 y 33
mg.L* paraun porcentaje de degradacion de 33 y 50 % respectivamente (Figura 3.12). Por
tanto se observé que e crecimiento del consorcio RS-13 a la concentracion superior es
mucho més rapido. Seguin El-Sayed y col. (2009) |a degradacion del 4-clorofenol tiene un
rango 6ptimo de 20 a 60 mg.L?, para Alcaligenes sp la cua degradd totalmente la
concentracion inicial en tan solo 30 h; en este trabgo e consorcio utilizado (RS-13)
degradd en las primeras 24 horas 13 mg.L™ de la concentracion inicial de 4-clorofenal,
llegando a degradar alas 120 h 26 mg.L* de los 40 mg.L! que existian inicialmente. Los
porcentajes de degradacion fueron de un 32 a 65 % para la concentracion inicial de 40
mg.L ! mostrando unatendencia anecesitar 192 h para degradar totalmente los miligramos

de 4-clorofenol utilizados.

El porcentgje de degradacion alcanzado para las concentraciones ensayadas fue
superior a 50 % en ambos casos, logrando degradar 65 y 61 % respectivamente,
transcurridas las 120 h de experimentacion; sin embargo, al comparar € comportamiento
frente a ambas concentraciones, se observé que con 65 mg.L? la variacion de la
concentracion de clorofenol en el medio fue bajaa partir de las 48 h en que superd e 50 %
de degradacion, logrando degradar hasta un 61 % a las 120 h de experimentacion lo que
mostré un enlentecimiento de la velocidad de degradacion. (Figura 3.13) .

Al andlizar e comportamiento de la relacion entre la degradacion de los compuestos
2-clorofenol y e 4-clorofenol con laliberacidn del ion cloruro, se conoce que existe una
relacion molar cloruro-monoclorofenol de 1:1, por lo que es de esperar que cada mol de

cloruro liberado corresponda a1 mol de clorofenol degradado.

La degradacion del 2-clorofenol esta relacionada con la liberacion del i6n cloruro,
relacion que en su inmensa mayoria se cumple. Partiendo del 2-clorofenol a diferentes
concentraciones y asumiendo que la degradacién del mismo ocurre por lavia orto (Anexo
3.2), e primer intermediario es e 3-clorocatecol, forméndose por la accién de la enzima
fenol-hidrolasa, a partir del cual ocurren diferentes reacciones; en este caso € segundo
intermediario es la 5-cloromucolactona, que en este trabgjo se sugiere que actla como

represor de la enzima 1,2-clorocatecol dioxigenasa, segun lo observado en € Figura 3.14.
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La degradacién del 2-clorofenol es de un 52 % en las primeras 24 h, llegando a las
120 h con un 70 % de degradacién lo que sugiere que e mecanismo se enlentecid durante
las tltimas 96 horas, no asi paralaliberacion del i6n cloruro, lacual se mantuvo avelocidad

constante arazén de 20 UM cada 24 h, hasta que culminé el experimento (Figura 3.14).

Este comportamiento demostro que la degradacion del 2-clorofenol a concentraciones
de 25 mg.L * fue efectiva durante | as primeras 24 horas, no asi laliberacion del ion cloruro
gue comenzo apenas se alcanzaron los valores de concentracion de fenoles totales =105
UM (Figura 3.15), lo que sugiere que la liberacidn del ion cloruro se activa a partir de las
48 horas. Estos resultados sugieren que un intermediario (que seria 2-cloro-cis,cis-
muconato), esté actuando como represor de la 1,2-clorocatecol dioxigenasa permitiendo su
activacion cuando este intermediario disminuya su concentracion intracelular, lograndose
un estado estacionario o de equilibrio dinamico en e microorganismo, que le permite
continuar la degradacion del clorofenol, como Unica fuente de carbono disponible en €
medio de cultivo (Anexo 3.2). La liberacion de cloruro se comporta de manera
aproximadamente lineal con & tiempo de fermentacion (R?=0.986), |o que corresponde a
unasituacion en la cual laenzimaimplicada en lareaccion de liberacion del i6n cloruro se
encuentra saturada por sus sutrato. Este comportamiento es similar a lo ocurrido a

concentraciones de 50 mg.L 2.
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El 4-clorofenol a40 y 65mg/L™* (300puM y 490 pM de concentracion inical) mostrd
(Figura 3.16) que la velocidad de degradacion a 40 mg.L™ presenta un comportamiento
decreciente con e tiempo de fermentacion, de igual modo que para la concentracion de
65mg.L 2, aunque en este Gltimo caso, esta desacel eracion es mucho més pronunciada. La
liberacion del i6n cloruro comenzd a observarse apenas se alcanzaron los valores de
concentracion de fenoles totales (100 uM), lo que sugiere que la degradacion del cloruro
se activa a partir de las 24h. En este caso se observé que a medida que se fue degradando
el compuesto organoclorado, se liberd € ién cloruro, manteniendo € equilibrio en €
microorganismo que le permite continuar con la degradacion del clorofenol como Unica
fuente de carbono disponible en el medio. La liberacion de cloruro mantiene también un
comportamiento lineal (R?= 0.966) en € tiempo, lo que demuestra que a medida que
aumenta los valores de concentracion del compuesto organoclorado incrementa la
liberacién del i6n cloruro en funcién del tiempo (Anexo 3.3).

Este comportamiento coincide con € criterio de El-Sayed y col. (2009) los que
sugieren que la concentracion éptima para degradar 4-clorofenol estd entre 20 y 60 mg.L"
1 también cabe destacar lo planteado por Farrel y Quilty (2002) que enuncian que la
degradacion del 4-clorofenol es més facil, seguida del 2,4-diclorofenol y por dltimo e 2-

clorofenal, 1o cual esta dado ala ubicacién que presenta el atdbmo de cloro en e fenaol.

Laliberacion de cloruro en ambas concentraciones de 40 y 65 mg.L ™ de 4-clorofenal,
presentd un comportamiento diferente en ambos casos, como se expreso anteriomente. El
4-clorofenol aconcentracion de 65 mg.L ™ (Figura 3.18) necesita al canzar una degradacion
del fenol del orden de 240 uM como condicion para activar la enzima implicada en la

liberacion del &tomo de cloro asociado al compuesto intermendiario clorado.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

Sevalidé e método colorimétrico de la4-aminoantipirina por adecuacion para
la cuantificacion de compuestos organocl orados en muestras ambientales, con
un limite de deteccion de 0.052 mg.L y e limite de cuantificacion 0.62 mg.L-
l.

El consorcio bacteriano RS-13 es capaz de tolerar concentraciones de 800
mg.L de 2 y 4-Clorofenol, mostrando una degradacién superior al 50 % en
los niveles de concentraci On ensayados.

La degradacion de fenol muestra una correlacion positiva con la liberacion de
ion cloruro, observandose cinéticas similares en 2-Clorofenol a

concentraciones de 25 y 55 mg.L 1 y del 4-clorofenol a65 mg.L ™,
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RECOMENDACIONES

1) Continuar con la adaptacion del consorcio estudiado a otros niveles de
concentracion de 2 y 4-Clorofenaol.

2) Profundizar en €l andlisis de las rutas metabdlicas asociado a la degradacion de
compuestos organoclorados, identificando las enzimas que intervienen en €
proceso de degradacion.

3) Dar seguimiento de los productos formados por métodos cromatograficos.
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ANEXOS

Anexo 2.1 Protocolo Estandar de M cFarland

Standard BaCl;1% (mL) H;S0;1% (mL)  Suspensién
bacteriana x10®
0.5 0.05 9.95 1.5
1 0.1 9.90 3
2 0.2 9.8 6
3 0.3 9.7 9
4 04 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1.0 9.0 30

Anexo 3.1 Andlisis de Varianza Multifactorial paraturbidez en el 2-clorofenol a

diferentes concentraciones.

Fuente Suma de

Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:B.CONCENTRACION 0,00072533

3

B:B.TIEMPO 0,046336

INTERACCIONES

AB 0,0032114

RESIDUOS 0,00895667

TOTAL (CORREGIDO) 0,0607042

Gl

1

Cuadrado

Medio

0,00072533 1,78

3

0,0046336 11,38

0,00032114 0,79
0,00040712

1

Razén-F Valor-

P
0,1956
0,0000

0,6398

Todas |as razones-F se basan en € cuadrado medio del error residual



Anexo 3.3 Andlisis multifactorial de varianza paralavariable cloruro para e 2-clorofenal

adiferentes concentraciones.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A:B.CONCENTRACION |0,0112067 1 0,0112067 15,77 0,0006
B:B.TIEMPO 0,839828 10 |0,0839828 118,16 0,0000
INTERACCIONES
AB 0,0234589 10 |0,00234589 3,30 0,0093
RESIDUOS 0,015636 22 |0,000710729
TOTAL (CORREGIDO) 1,01317 43

Todas las razones-F se basan en € cuadrado medio del error residual




Anexo 3.2 Viaorto y meta para degradar 2-Clorofenol

COOH
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Vias de degradacion del 2-clorofenal. I: fenol hidroxilasa; C230: catecol-2,3-dioxigenasa; CC230: clorocatecol-2,3-dioxigenasa; C120: catecol-1,2-
dioxigenasa; CC120: clorocatecol-1,2-dioxigenasa; MCIl: muconatocicloisomerasa; CMClp: cloromuconatocicloisomerasa de protobacteria; MLI:

muconol actonaisomerasa; DLHp: dienolactona hidrolasa de protobacteria; tDLH: transdienolactona hidrolasa; MAR: maleilacetatoreductasa (Farrell
and Quilty, 1999; Pieper, 2005).



Anexo 3.4 Viaorto paradegradar 4-clorofenol

COOH COOH
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s-c:mam_z-nydmxy 4-Chlorocatechol 3-Chloro- mcl c

muconic semialdehyde cig,cis -muconate

(4]
4-Chloremuconclactone m“- Ob

Protoanemonin

Vias de degradacion del 4-clorofenal. I: fenol hidroxilasa; C230: catecol-2,3-dioxigenasa; CC230: clorocatecol-2,3-dioxigenasa; C120: catecol-1,2-
dioxigenasa; CC120: clorocatecol-1,2-dioxigenasa; MCIl: muconatocicloisomerasa; CMClp: cloromuconatocicloisomerasa de protobacteria; MLI:

muconolactonaisomerasa; DLHp: dienolactona hidrolasa de protobacteria; tDLH: transdienolactona hidrolasa; MAR: maleilacetatoreductasa (Farrell
and Quilty, 1999; Pieper, 2005).



