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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la capacidad de bacterias para degradar el fenol por
medio de la respirometria, como un método en el monitoreo de la biodegradacion. Se
emplearon microcosmos con adicion de nutrientes en forma de sales inorganicas
simples (SIS) y fenol (250 mg/Kg de suelo), en donde se evaluaron 11 bacterias y tres
controles; control abidtico (CA), un control con sustancia de referencia y
microorganismos degradador de dicha sustancia (diesel) (SR); y uno con
microorganismo de referencia (Acinetobacter sp.), sin ninguna fuente de carbono
(CS). Los ensayos se realizaron durante trece dias bajo condiciones de laboratorio.
Para monitorear la biodegradacion, se evalud la respirometria por medio del consumo

de O,y la produccién de CO,.

El mayor consumo de O, y produccion de CO, fue observado en Stenotrophomonas
y Acinetobacter sp (adaptada al fenol). S. acidaminiphila, y Acinetobacter sp.
mostraron las mayores tasa de consumo de O; (79 mg Ong'lps d'y 77 mg Ong'lps
d™"), mientras Acinetobacter sp present6 la mayor tasa de produccion de CO,. Por otra
lado, el coeficiente de respiracién indico que Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter sp. presentaron la capacidad de mineralizar el fenol. Acinetobacter sp.
(PUJ-M-Bio-USBA-181), presentd la mayor tasa de consumo de O, y produccion de
CO,, y un coeficiente de respiracion (CR.) que indicd que el consumo de O, fue

atribuido a mineralizacién.

Palabras clave: biodegradacion, consumo de O, fenol, produccion de CO,,
respirometria

Xiv



ABSTRACT

The present study evaluated the capacity of bacteria to degrade phenol by
respirometry, as a method for the monitoring biodegradation. Microcosms were used
with addition of nutrients, in form of simple inorganic salts (SIS), and phenol (250
mg/Kg of soil). 11 bacteria and three controls were evaluated; abiotic control (CA),
reference substance (diesel) (SR), and a reference microorganism (CS)
(Acinetobacter sp.) without any source of carbon. The experiments were conducted
during thirteen days under laboratory conditions. To monitor biodegradation, the
respirometry was evaluated by means of the O, consumption and CO, production The
highest O, consumption and CO, production were observed with Stenotrophomonas

sp. and Acinetobacte sp.

Stenotrophomonas acidaminiphila, and Acinetobacter sp (previously adapted to
phenol), showed the highest O, consumption rates (79 mg Ong'lpS d'y 77 mg O,Kg
lps d™", while Acinetobacter sp. showed the highest CO, production rates. On the other
hand, the respiration coefficient indicated that Acinetobacter sp. and Pseudomonas
aeruginosa were able to mineralize phenol. Acinetobacter sp. (PUJ-M-Bio-USBA-
181) presented the highest O, consumption rate and production CO; and a coefficient

of respiration (CR), to explain to O, consumption of mineralization attributed.

Keywords: biodegradation, O, consumption, CO, production, phenol, respirometry

XV



1. INTRODUCCION

El rapido crecimiento de las industrias quimicas y del sector petrolero esta
acompafiado del aumento en la generacion de residuos, los cuales pueden traer
consecuencias indeseables para el ecosistema y la salud publica. Estos compuestos
pueden permanecer largos periodos de tiempo y muchas veces son dispuestos de
manera indiscriminada en el ambiente. Dentro de los contaminantes mas comunes se
encuentran los hidrocarburos (HC’s), los cuales estdn formados por carbono e
hidrogeno, con diferentes configuraciones estructurales de acuerdo al numero y

ubicacion de sus atomos en la molécula.

El fenol es un compuesto aromatico, que posee un anillo bencénico en su estructura el
cual le confiere una mayor estabilidad y reactividad quimica. Este compuesto se
genera naturalmente por procesos de humificacion y degradacion de proteinas, sin
embargo, también se encuentra en el ambiente por actividades industriales como
preparacion de antisépticos, tintas, resinas sintéticas, biocidas, aceites y otros

semejantes.

Es asi como las descargas de fenol generadas por estas industrias son de gran interés
ambiental, ya que pueden ser toxicos para plantas, animales y humanos. Por tal razon
este compuesto es reportado como un contaminante peligroso de prioridad relevante,
por diferentes instituciones nacionales e internacionales como el Ministerio del
Medio Ambiente y Vivienda, Instituto Colombiano y Agropecuario (ICA), la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA), y el Departamento de Proteccion al Medio Ambiente
de Estados Unidos (DEP).

Por esta razon se han buscado diferentes alternativas para el tratamiento del fenol,
como la biorremediacion de ambientes contaminados que representa una alternativa
amigable con el medio ambiente, siendo esta una herramienta ampliamente utilizada
por organismos internacionales como la EPA, para el tratamiento de este tipo de

residuos, ya que resulta ser menos costosa, se aplica a areas grandes y es

1



relativamente sencilla. En la biorremediacion se utilizan organismos para acelerar la
degradacion total o parcial de los contaminantes, transformandolos en compuestos

menos toxicos o inocuos (didxido de carbono, biomasa y agua).

A partir de lo anterior surge la necesidad de buscar e identificar microorganismos
con potencial biotecnologico para remediar ambientes contaminados con fenol. Es asi
como este trabajo, parte de una coleccion de bacterias aisladas en estudios previos,
realizados en la linea de biorremediacidon de ambientes contaminados de la Unidad de
Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA), que demostraron potencial para
degradar HC’s, de las cuales se seleccionaron y evaluaron bacterias con capacidad

para degradar el fenol en suelos.

Este estudio tuvo como propdsito seleccionar y evaluar bacterias con capacidad de
degradar fenol en suelo, usando la respirometria como un método para el monitoreo
de la biodegradacion, ya que mediante el consumo de oxigeno (O;) y la produccion
de dioxido de carbono (CO,) permite medir la degradacion de un contaminante en
diferentes tratamientos, la actividad metabdlica de los microorganismos del suelo y
ademas el impacto del contaminante (fenol) sobre los microorganismos del suelo. El
consumo de O, y la produccion de CO, permitieron evaluar la degradacion del fenol
en suelos, parametros que fueron monitoreados por un respirdmetro manométrico y

por un cromatdgrafo de gases.



2. MARCO TEORICO
2.1 Fenol

Siendo un HC aromatico (en términos de biorremediacidn), el fenol se deriva de
compuestos como el hidroperéxido de cumeno, acido benzoico y cloro benceno
(Razo, 2003). Segin la nomenclatura de la Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), los nombres registrados del fenol son &cido carbdlico, acido
fenodlico o alcohol fenilico. Sin embargo, es ampliamente conocido por sus sinénimos
como: hidroxibenceno, oxibenceno, bencenol, hidrato fenilico y monofenol (EPA,

2000).

Este compuesto visualmente tiene un aspecto cristalino, de color amarillo o
ligeramente rosado, presenta un olor caracteristico dulce y alquitranado (Tabla 1). La
reactividad quimica del fenol es atribuida a su grupo fenilo, que reacciona con bases
y ligeramente con algunos acidos (IPCS, 1994; Rodriguez y Torres, 2001), con bases
el fenol forma sales como los fenolatos, es sensible a agentes oxidantes generando
productos como la hidroquinona, ademas de sufrir reacciones de sustitucion
electrofilica como halogenacion y sulfonacion (IPCS, 1994; EPA, 2000). Estas
propiedades hacen que el fenol en el ambiente reaccione con otros compuestos y de
esta manera su estructura sea facilmente alterada, convirtiéndole en un compuesto

mas complejo y de dificil de degradacion.

2.1.1 Origenes y usos del fenol

El fenol esta presente en alimentos (frutas, vegetales y té), en el exudado de las raices
de las plantas, desechos de humanos, animales, y es producido durante la
descomposicion de materia organica y el metabolismo de las  proteinas.
Adicionalmente, esta presente en aceites del craking del petrdleo, generado durante la
produccion de estos por hidrogenacidén de la hulla u oxidacion del benceno (EPA,

2000; Rodriguez y Torres, 2001; Razo, 2003; Roy y Popelier, 2008).



Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del fenol

PROPIEDAD VALOR
Peso molecular. 94.12
Formula empirica. CsHsO

¢ “M-oH

Estructura quimica. N/

Punto de ebullicion. 181.8°C

Punto de fusion. 43°C

Densidad, a 20°C con la densidad relativa del

1.0576 g/ml
agua a 4°C.
Solubilidad en Agua, a 25°C. 87 g/l
Coeficiente de Octanol (log Kow) 1.46

(Tomado de IPCS, 1994; EPA, 2000; Razo, 2003; Murcia, 2007).

El fenol llega al medio ambiente como un intermediario de la degradacion de
compuestos aromaticos naturales como la lignina, taninos y precursores de

aminoacidos, pero la mayor cantidad de descargas del fenol al ambiente son



producidas sintéticamente por diferentes industrias (Tabla 2) (EPA, 2000; Razo,

2003).

Tabla 2. Principales industrias productoras de compuestos fenolicos.

INDUSTRIA

COMPUESTOS GENERADOS

Petrolera, refineria

HCs, bencenos, toluenos, naftalenos, bifenilos,

fenol, n-octanos, n-decanos, azufe y amonio.

Petroquimica

Naftaleno, heptanos, bencenos, fenol y alcoholes

de 4 carbonos.

Manufactura de compuestos

m-amino fenol, dinitrofenol, p-nitrofenol,

quimicos trinitrofenol, analina, clorobencenos y tolueno.
) Toluenos, acidos fenil-aceticos, cloroformo, éter,
Farmacéutica )
alcohol etilico, fenol.
Ligninina, vainillina, 4cido feulico, 4cido
Papelera protocatéquico, acido benzoico, guaicol, catecol,

acido fenil propionico, fenoles y clorofenoles.

Fibras sinteticas

Bifenoles, benzoato, epoxidos.

Desinfectantes

Fenol, acido benzoico.

(Tomado de Kumaran y Paruchuri, 1997).

2.1.2 Toxicidad del fenol

Se ha comprobado que el fenol es un compuesto toxico para la salud humana,

animales, plantas y el medio ambiente, debido a la concentracién y la presencia de

radicales libres (Roy y Popelier, 2008).




2.1.2.1 Estudios ecotoxicologicos

Por su toxicidad y reactividad el fenol puede afectar ecosistemas acuaticos o
terrestres (Tabla 3), debido a que es soluble en agua y puede realizar reacciones de
condensacién y polimerizacidon con un amplio nimero de compuestos (Kondrateva et
al., 2001; Scheiner y Gurevitch, 2001). Gracias a estudios ecotoxicoldgicos
realizados en diferentes organismos, se ha generado un gran interés en el cuidado que
se debe tener al manejar este compuesto (EPA, 2000; Canadian Environmental

Protection ACT, 2000)

Tabla 3. Estudios ecotoxicoldgicos del fenol.

Organismo Ecosistema Letalidad Tiempo
Lactuca sativa Terrestre CLso= 79 mg/Kg 5d
Daphnia Magna Acuatico CLso= 12 mg/l 24 h
Eudrilus eugeniae Acuatico CLso= 188 mg/Kg 14d
Carassius auratus Acuatico DLs5o =46 mg/l 24 h

Terrestre DLso: 14-930mg de
Humanos 24 h
fenol/Kg de peso

CLsy o DLsy, hacen referencia a la concentracion o dosis letal individual que provoca la
muerte del 50% de la poblacién (Tomado de Neuhauser ef al., 1986; IPCS, 1994; EPA, 2000;

Environment Canada, 2000; Rodriguez y Torres, 2001).
6




En ambientes acuaticos el fenol tiene efectos adversos sobre todos los niveles, en el
caso de las macroéfitas de agua se genera crecimiento anormal y clorosis; mientras que
para organismos superiores como los peces e invertebrados son mas sensibles a la
exposicion del fenol con efectos letales, ya que estos organismos solo pueden tolerar

concentraciones hasta de 1,211mg/I (Tisler y Koncan, 1995).

Para organismos terrestres se ha reportado un incremento en la mortalidad de algunas
especies como las lombrices de tierra cuando son expuestas a concentraciones de 188
a 6,900 mg/Kg de fenol (Neuhauser et al., 1986; Neuhauser y Callahan, 1990). El
fenol también puede causar efectos mutagénicos en células de algunos mamiferos,
como en el caso del hamster donde produce mutacion en fibroblastos y en células

linfaticas (Tsutsui et al., 1997).

2.1.2.2 Efectos en la salud humana

El hombre se encuentra constantemente expuesto al fenol, debido a que esta presente
en la atmosfera a donde los niveles ambientales calculados por la Organizacion
Mundial de la Salud son de aproximadamente 1 pg/m’ (IPC, 1994; Rodriguez y
Torres, 2001). Es asi como este compuesto representa un gran peligro para su salud,
ya que es absorbido facilmente por el cuerpo afectando a érganos como el higado,
pulmones, rifiones y mucosa gastrointestinal, donde provoca diferentes patologias
entre las que se encuentran la acidosis metabdlica, anorexia, hiperventilacion,
insuficiencia renal aguda, afecciones al sistema nervioso central, el estado de coma,

cancer y muerte (EPA, 2000; Rodriguez y Torres, 2001).

Otro tipo de patologias que se presentan con gran incidencia por contacto o consumo
de fenol, son las afecciones sobre el sistema respiratorio que pueden causar
inflamacion de la traquea, ulceracién y edema pulmonar (Ferris et al/, 2003);

cardiovascularmente causa hemolisis, arritmias e hipotension (Murcia, 2007).



También estudios epidemiologicos han demostrado que el fenol puede generar
disrupcidn endocrina, con disfusion reproductiva, la cual se evidencia en desordenes
hormonales como procesos de feminizacién en machos y masculinizacion en hembras

(Argemi et al., 2005).
2.1.3 Regulacion y legislacion sobre el fenol

Como resultado de los estudios ecotoxicoldgicos y los efectos que puede causar a la
salud humana, los organismos ambientales han centrado su atencion en el
seguimiento y regulacion del fenol, controlando su disposicién al medio ambiente

debido a sus incidencias en la salud humana.

Por tal razon, el fenol es considerado un contaminante de vigilancia prioritaria para
paises como Estados Unidos. La EPA lo ha clasificado dentro del grupo D, como un
compuesto no asociado directamente al cancer pero si a otras patologias (EPA, 1997),
y también se encuentra en el listado U (U188), donde estd consignado como un

residuo téxico de vigilancia ambiental (EPA, 2005).

El fenol esta incluido dentro del sistema de informacidn de riesgos integrales de la
EPA (del ingles Integrated Rrisk Information System, IRIS), como fenol puroy 2,6
dimetil; compuestos que para su uso y comercializacion deben ser notificados ante las
autoridades correspondientes. Asi mismo el cddigo de registro federal (del ingles
code of federal register, CFR), lo incluye dentro de las sustancias y mezclas quimicas
con consideracidn relevante para su comercializacién o exportacion, por sus efectos

en la salud humana y el ambiente.

Para otros paises como Hong Kong, con el Departamento de Proteccion Ambiental
(del ingles Enviroment Protection Departamento, EPD) estableciéo 0.5 a 0.9 pg/l

como limite permisible en alcantarillado (Kueh y Lam, 2008).

A nivel nacional, la regulacién del fenol esta enfocada en el vertimiento y descargas
de los residuos fenolicos al alcantarillado, mediante el decreto 1594 de 1984 del

8



Ministerio de Salud y Proteccion Social, donde se establecid un limite de descargas

industriales de 0.2 mg/1.

En Colombia, las industrias con mayor vertimiento de compuestos fenolicos son:
farmacéuticas, petroquimicas y textileras. El Ministerio del Medio Ambiente y
Vivienda por medio del IDEAM ha regulado los niveles de concentracion de
compuestos fendlicos en la disposicion de lodos, para pentaclorofenol un nivel
maximo de 100 mg/l , para 2, 4, 5 triclorofenol de 400 mg/l y para el 2, 4, 6
triclorofenol de 2 mg/l (Ministerio del Medio Ambiente, 2002).

Sin embargo la mayor parte de la regulacién esta dispuesta para el ecosistema
acudtico, pero el Instituto Colombianos Agropecuario (ICA) con el ministerio de
Salud han prohibido mediante la resolucion 10255 de 1993 la importacion,
formulacion, comercializacién uso y manejo de productos fendlicos en actividades

agricolas (Ministerio de Salud, 1993).
2.2 Biodegradacion

La biodegradacion de HC’s es un proceso, en el cual los microorganismos tienen la
capacidad de utilizar parcial o completamente estos compuestos, como fuente de
carbono o de energia, degradandolos hasta didxido de carbono (CO,) y agua (H,O)
logrando su mineralizacion. Este proceso se realiza por medio de enzimas y
mecanismos a nivel de membrana que permite la entrada de nutrientes y depende de
varios factores como las caracteristicas del contaminante, su concentracidon, los
microorganismos presentes, las condiciones geoquimicas y ambientales, entre otras

(Bossert y Bartha, 1984; Alexander,1991; EPA 2003).



2.2.1 Factores que afectan la biodegradacion
2.2.1.1 Temperatura

Es un factor que afecta la supervivencia, el crecimiento y la actividad metabdlica de
los microorganismos (Madigan et al., 2004; Atlas y Bartha, 2005), y asi mismo
influye en los cambios estructurales y quimicos de los HC’s. La biodegradaciéon de
HC’s en suelos puede ocurrir en un amplio rango de temperaturas, esta disminuye
generalmente cuando la temperatura es menor de 20 °C, y aumenta en rangos de 30 a
40 °C (Venosa et al, 2001; Ying et al., 2007).

En la degradacion del fenol, la temperatura a la cual se favorece la biodegradacion de
este compuesto por parte de los microorganismos es de 30 °C, ya que a ésta
temperatura la penetracion del fenol a la célula es més eficiente (Kondrateva et al.,

2001; Polymenakou y Stephanou, 2005).
2.2.1.2 pH

Afecta a los microorganismos y sus enzimas, influyendo tanto en la disociacion como
la solubilidad de diversas moléculas y en la disponibilidad de nutrientes (Atlas y
Bartha, 2005). La mayoria de bacterias heterotrofas y hongos se desarrollan
optimamente a valores de pH cercanos a la neutralidad dentro de un intervalo de 6.5 -

8.5 (Hambrick et al., 1980; Leahy y Colwell, 1990; Venosa ef al., 2001).

Para HC’s aromaticos como el fenol se ha reportado que el rango de degradacion
optimo se encuentra cercano a la neutralidad (6.0-8.0) (Luo et al., 2005). Asi lo
demuestran estudios realizados por Shawabkeha y col (2007), quienes demostraron
que microorganismos como Klebsiella oxytoca pueden degradar fenol en un amplio
rango de pH de 4.0 a 8.0, con un valor 6ptimo de 6.8 y otros microorganismos como

Actinobacillus sp, pueden degradar el fenol en un rango de 7.0-7.5 (Khleifat, 2007).
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2.2.1.3 Nutrientes

Para el desarrollo y supervivencia de los microorganismos, se hacen necesarios para
llevar a cabo procesos de biosintesis y otras funciones celulares. Cada organismo
necesita diferentes nutrientes y a menudo los requerimientos son especificos para
cada genero, pero en todos los casos requiere de macronutrientes (nitrogeno y
fosforo) que se necesitan en grandes cantidades, mientras que otros llamados
micronutrientes (Ca **, Mg **, Na", K*, S "), se proporcionan en menores cantidades
y a veces soOlo en cantidades trazas (Madigan et al., 2004; Pardo et al., 2004;
Farhadian ez al., 2008).

Los nutrientes se asimilan en estados elementales (organicos o inorganicos), presentes
en el ambiente y por lo tanto la cantidad presente de estos y el estado de los mismos,
son importantes para llevar a cabo un proceso de biodegradacion (Eweis et al., 1999;

Piskonen et al., 2002).

Comunmente una de las estrategias mas usadas en procesos de biodegradacién ha
sido la bioestimulacion, que consiste en la adicion de nutrientes a concentraciones
aprovechables estequiométricamente a una relacion Carbono: Nitrégeno: Fosforo
(C:N:P), en donde una oOptima relaciéon N:P puede generar un aumento en el
crecimiento de diferentes poblaciones microbianas y degradacién de diferentes
compuestos. Dependiendo de las concentraciones de C, N y P en el ambiente
contaminado las relaciones de estos nutrientes pueden variar significativamente en el

proceso de biorremediacion (Venosa et al., 2001; Piskonen et al., 2002).

La relaciéon C:N:P maés utilizada en biorremediacion es 100:10:1 la cual mantiene un
equilibrio de nutrientes durante el metabolismo microbiano, permitiendo acelerar el
proceso de biodegradacion; sin embargo han sido empleadas otros tipos de

concentraciones (Tabla 4).
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En la degradacion del fenol se reportan las relaciones de C:N:P de 100:10:2 y
100:10:1 y se utiliza generalmente cuando no se han hecho pruebas de laboratorio
para encontrar las concentraciones en campo (Piskonen et al., 2002; Margesin y
Shinner, 1997a ,1997b ; Song y Bartha, 1990 ). Sin embargo, el tipo de nutriente
optimo y sus concentraciones, varian de acuerdo a las propiedades del suelo y las

condiciones ambientales especificas de cada ambiente (Atlas y Bartha, 2005).

Tabla 4. Relacion de C: N: P empleada durante los procesos de biorremediacion de
HC’s.

Relacion C:N:P Referencia

Song y Bartha, 1990; Calabrese et al.,
1993; Margesin y Shinner, 1997 b;
100:10:1 Avila, 1999;  Piskonen er al., 2002;
Vallejo, 2004; Garcia y Garzon, 2005;
Acosta, 2008.

100:5 Margesin, et al, 2000; Brook et al,
2001.
100:10:2 Song y Bartha, 1990; Margesin y

Shinner, 1997a; Margesin et al., 2000

2.2.2 Degradacion aerébica

Para degradar compuestos aromaticos existen varios mecanismos, transporte en la
membrana citoplasmatica, hidroxilacion y escision del anillo (por medio de
transformaciones metabolicas) (Atlas y Bartha, 2002; Madigan et al., 2004; Sylvia,
2005). Los aromaticos se oxidan mediante dioxigenasas a cis, cis dihidrodioles, que

son inestables y se convierten espontdneamente en catecoles (Atlas y Bartha, 2005).

En la escision del anillo aromatico del fenol, existen dos mecanismos dependientes de

la posicidn de los grupos fenilo. El primer mecanismo, es la escision orto o ruta del -
12



cetoadipato, la cual tiene lugar en los carbonos que tienen el grupo OH (intradiol) en
la posicion 1-2 en el catecol y 3-4, en el caso del acido protocatequico. Se producen
diferentes reacciones oxigenoliticas, tanto para el catecol como para el &cido
protocatequico, hasta obtener un intermediario comun llamado y—cetodipatoenol-
lactona, el cual es transformado a [B-cetoadipato. Finalmente, este genera como
productos succinato y acetil CoA (Figura 1), que entran al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Briganti et al., 1997; Parés y Juarez, 2002; El-Sayed et al., 2003;
Barrios ef al., 2006; Ying et al., 2007; Contreras et al., 2008).

El segundo mecanismo es la escision meta, esta ruptura se lleva a cabo en el C
portador del OH y el carbono adyacente (extradiol) para el catecol, la escision se
realiza en los carbonos 2-3 y para el acido en los carbonos 4-5 (Suarez, 1993; Ying et
al., 2007). En esta ruta el catecol y el 4acido protocatéquico, se desarrollan
independientemente y no convergen en ningun intermediario. Los productos de la
escision meta son el acetilacetaldehido y el piruvato, donde el Gltimo compuesto es
un precursor clave en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (Figura 1) (Parés y Juarez,
2002; Barrios et al., 2006). El intermediario mas frecuente en la degradacion del
fenol es el catecol, el cual sufre reacciones de dihidroxilacion generando la apertura
del anillo aromatico, permitiendo de esta manera que sea degradado por alguno de

los dos mecanismos mencionados anteriormente.

Existe otra ruta, la del acido gentisico o acido 2,5 dihidroxibenzoico, que se forma a
partir de varios compuestos como flavonones, B-naptol, 3 y 4 hidroxibenzoato,
salicato y disulfunato de naftaleno (Suarez, 1993). Este acido es oxidado, generando
la apertura del anillo aromatico en los carbonos 1 y 2 de la molécula; en el carbono 1
se encuentra un grupo carboxilo y en el 2 el grupo OH fendlico, formando
fumarilpiruvato, el cual es hidrolizado para producir finalmente fumarato y piruvato

(Suarez, 1993; Parés y Juarez, 2002).
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Figura 1. Vias metabdlicas para la degradacion del fenol. (Tomado de Barrios et al.,

2006).

2.2.3 Degradacion anaerdbica

Es un proceso menos frecuente y mas lento que el aerobico, en donde los HC’s sirven

como donadores de electrones bajo distintos mecanismos como: hidroxilacion,

carboxilacién y condensaciéon (Alexander,
14

1991;

Sylvia et al., 2005). Los



microorganismos capaces de catalizar estas reacciones requieren aceptores de
electrones diferentes al O, los mas utilizados son el nitrato, sulfato, el i6n férrico y el

CO,, entre otros.

La degradacion anaerobica se lleva acabo en tres etapas: en la primera etapa, el
sustrato debe ser activado por reacciones de carboxilacion, hidroxilaciones anaerobias
o formacién de tioésteres del correspondiente dcido aromatico con el acetil-CoA; en
una segunda etapa, actiian las reductasas de estos intermediarios activados, para que
finalmente en la etapa tres, los compuestos sean hidrolizados (Parés y Juarez, 2002;

Thomas et al., 2002). La reaccion general del proceso es:

HC’s + (NO57; SO,”; Fe; Mn*"; CO) # Biomasa + CO, + (Na; S%; Fe*'; Mn*"; CH,)
(Tomado de Parés y Juarez, 2002).

Se ha demostrado que HC’s aromaticos como los BTEX (benceno, tolueno, etileno y
xileno) pueden ser degradados bajo condiciones anaerdbicas. Otros HC’s como los
PAH’s (hidrocarburos aromaticos policiclicos) y algunos alcanos pueden ser
degradados por bacterias sulfatoreductoras con tasas similares a las condiciones

aerobicas (Venosa et al, 2001).

La biodegradacion de HC’s aromaticos es mucho mas lenta en condiciones
anaerdbicas que en presencia de O, Sin embargo, las tasas de biodegradacion
anaerdbica del tolueno y del m-xileno son suficientemente elevadas para usarla en la

biorremediacion de acuiferos (Atlas y Bartha, 2005).

2.2.4 Biodegradacion del fenol

Este compuesto puede ser degradado en el agua o en suelo, tanto a nivel abidtico

como bidtico, dentro de las transformaciones abidticas del fenol, este compuesto
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reacciona en el aire con radicales OH o nitrito y puede sufrir reacciones de fotolisis y
reaccionar con radicales perdxido o con iones de nitrato formando dihidroxibencenos,

nitrifenoles, nitrosofenol y nitroquinona (Rodriguez y Torres, 2001).

Por otro lado la degradacidn del fenol a nivel bidtico, esta mediada principalmente
por organismos capaces de utilizar este compuesto como fuente de C y energia. Las
bacterias pueden llevar a cabo el proceso de biodegradacion del fenol, en especial las
Gram negativas, siendo el género Pseudomonas sp. el mas reportado con esta
capacidad (El-Sayed ef al., 2003; Koutny et al., 2003; Annadurai et al., 2007;
Saravanan et al., 2008); otros géneros de bacterias Gram negativas han sido
reportados en la degradacion del fenol, entre las que se encuentran Agrobacterium,
Acinetobacter, Burkholderia, Klebsiella, entre otros; no obstante las bacterias Gram
positivas también tienen la capacidad de degradar este compuesto, como por ejemplo
el género Rhodococcus. Sin embargo independientemente del tipo de bacteria, estas
poseen gran actividad de monooxigenasas y dioxigenasas que permiten degradar este
compuesto (Ehrt ez al., 1995; Heesche-Wagner, 1999; El-Sayed et al., 2003; Koutny
et al., 2003; Bergauer et al., 2005; Pradhan y Ingle, 2007). En la literatura, se
reportan diferentes estudios sobre bacterias con capacidad para degradar el fenol en

suelo y agua (Tabla 5).
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2.3 Métodos para monitorear la biodegradacion

Cuando se monitorea la degradacion de un compuesto se debe tener en cuenta el
objetivo del estudio realizado, el tiempo con el que se cuenta, las variables a medir, el
acceso y el impacto que se puede generar sobre el ecosistema. Es asi que se han
generado metodologias que puedan evaluar el proceso de biodegradacién de una
sustancia; asi, existen las metodologias directas, que cuantifican la reduccion del
contaminante en masa, volumen o concentracion, realizando balance de nutrientes y
utilizando técnicas cromatograficas y espectofotométricas, entre otras (Margesin et
al., 2000). Las mediciones indirectas, son aquellas que evaluan la transformaciéon o
conversion de los contaminantes por el metabolismo de los microorganismos. Dentro
de este monitoreo se encuentran el consumo de aceptores de electrones, la
respirometria, biomasa, actividad enziméatica y cambio en el pH, etc. (Gernaey et al.,

2001; Tzoris et al., 2002; Garcia y Garzdn, 2005).

2.3.1 Respirometria en suelos

Es la medicion e interpretacion de la actividad respiratoria que permite evaluar
indirectamente la degradacion de una sustancia, en donde se evalua el consumo de O,
y la produccion de CO, (Gernaey et al., 2001). En estudios de suelo, la respirometria
es uno de los métodos mas usuales para evaluar la actividad microbiana, ya que
permite inferir sobre el metabolismo activo de los microorganismos sobre el
contaminante (Critter et al., 2004). Diversos estudios reportan el uso de la
respirometria en procesos de biorremediacion destacando la rapidez, lo facil del
montaje, la evaluacidén de diferentes tratamientos antes de su aplicacion en campo y
ademads se puede determinar el impacto de un contaminate sobre los microorganismos
del suelo (Gernaey et al., 2001; Orupold et al., 2001; Critter et al., 2004; Wu et al,
2004; Kijchavengkul et al., 2006).
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2.3.1.1 Evaluacion del consumo de oxigeno

Cuando las moléculas donan electrones (DE, se oxidan), necesitan de otras
moléculas que a la vez acepten electrones (AE, se reduzcan), para obtener la energia
necesaria en el desarrollo celular (ATP). Durante el proceso de oxidacién de los
HC’s, los microorganismos pueden utilizar AE como el oxigeno (O;), nitrato (NO3"),
hierro (Fe), y sulfato (SO4) (Eweis et al., 1999). El O, es el AE mas utilizado por los
microorganismos, ya que proporciona mayor rendimiento en la sintesis de ATP,
gracias a la liberacion de hidrogeniones generados por la transferencia de electrones
que a su vez generan un gradiente electroquimico (Eweis et al., 1999; Madigan et al.,

2000).

Muchos HC’s aromaticos, pueden ser utilizados aerdbicamente como DE por los
microorganismos. Durante la degradacién del fenol el proceso mas frecuente es la
respiracion aerobia, algunas bacterias del género Pseudomonas, han demostrado que
pueden degradar el fenol de forma aerobia en un rango de 94.11- 470 mg/1 (El-Sayed
et al., 2003). Sin embargo se han utilizado otros AE (NO3", SO, Mn *"y Fe™ que
pueden verse involucrados en la degradacion anaerobia de este compuesto y se
evidencian dentro de procesos de desnitrificacién y reduccion de sulfato(Mayer et al.,

2001; Farhadian ef al., 2008).

En la oxidacion del fenol, se utiliza el O, como AE, y el modelo estequiométrico
tedrico, que muestra como a medida que se va degradando el fenol se consume el O,

y se produce el CO,.

lC(,H50H+O +§H20—)§C02+£H+
7 27 7 7

Estequiometria para la oxidacion del fenol (Tomado de Mayer et al., 2001)

Es asi como los microorganismos necesitan moléculas de O, como AE en la

oxidacion de HC’s como el fenol, que también son utilizadas en la activaciéon de las
20



dioxigenasas que rompen metabolicamente este compuesto (Kapley et al., 2001); por
eso la medicion de este parametro proporcionan el como y qué tan eficiente es la

biodegradacion en estudios de biorremediacion.

En las curvas de consumo de O, se presentan varias fases; la primera fase es un
periodo de adaptacion en donde la degradacion del contaminante es escasa o nula;
luego una exponencial de consumo de O, y la produccién de biomasa, como resultado
de la degradacion del contaminante; y finalmente una fase estacionaria en donde la
concentracion de sustrato y nutrientes es escasa provocando una disminucion del
consumo de O, y el crecimiento microbiano (Fitiza y Vila, 2005; Tremier et al.,
2005). Lo anterior junto con la cuantificacion del O, acumulado, que se emplea sobre
los procesos de cada fase y el célculo estequiométrico entre el consumo de O, y la
produccion del CO,, pueden fijar un andlisis quimico de la concentracion del
contaminante a través del tiempo relacionado con la evolucion de la biomasa (Fiuza y

Vila, 2005).

El modelo matematico utilizado para la descripcidon del consumo de O, o la tasa
respiratoria, en los procesos de biodegradacion son las regresiones lineales
(Reuschenbach et al., 2003), en donde se determina la pendiente de la ecuacion de la
recta, que corresponde a la tasa respiratoria en la fase exponencial (Orupold et al.,

2001; Wu et al, 2004; Vahaoja et al., 2006; Taok et al., 2007).

Para evaluar el consumo de O, existe diferentes equipos llamados respirdmetros, que
determinan los cambios que se generan por el consumo del O, utilizando diferentes
sistemas: eléctricos, manométricos o electroquimicos (Reuschenbach et al., 2003).
Dentro del grupo de respirometros manométricos, estan aquellos que cuantifican el
consumo de O, por medio de sistemas acoplados a columnas de mercurio que
evidencian los cambios de presion generados por la demanda de O,. En estos
sistemas, el CO, producido durante la biodegradacion del compuesto, es removido
por un agente alcalino (p. e., hidroxidos de sodio, potasio, litio o bario), para evitar su

presencia de forma libre en el sistema. Estos respirometros se caracterizan por su facil
21



operacion y la medicidon de altas tasas de consumo de O, sin embargo presentan
como desventaja, limitacioén en la disponibilidad del O, (Gernaey et al., 2001; Garcia

y Garzén, 2005).

Los estudios reportados en la literatura, afirman que el monitoreo del consumo de O,
es un buen parametro para medir la degradacion de compuestos fendlicos. Kapley y
col (2001) concluyeron que la concentracion de O, puede afectar el metabolismo de
las bacterias degradadoras de fenol, ya que en procesos aerobios la presencia del O,
como AE es crucial para la supervivencia y el desarrollo microbiano, de igual forma
en la degradacion del fenol estdn involucradas una gran variedad de oxigenasas que

son requeridas para metabolizar este compuesto.

2.3.1.2 Evaluacion de la produccion de dioxido de carbono

Otro parametro relacionado con los procesos de respiracion y que sirve para evaluar
la degradacion efectiva por parte de los microorganismos, es la produccion de CO,, el
cual se genera como subproducto de la oxidacion de los HC’s (Gernaey ef al., 2001;
Critter et al., 2004). De igual forma, en las guias recomendadas para la evaluacion de
biodegradacién de compuestos quimicos por parte de la Organizacién de Economia
para la Cooperacién y Desarrollo (OECD), afirman que la medicidon de la produccion
de CO; es considerada como uno de los parametros mas efectivos y confiables para
evaluar la actividad microbiana. En la guia 310 de la OECD se encuentran diferentes
técnicas directas e indirectas, para la medicion del CO,, (p.e., titulacion,
cromatografia) y ademas relaciona a la ISO 14593, en donde se demuestra que la
medicion de CO,; es una herramienta util para monitorear procesos de

biodegradacion.

En la literatura se encuentran citados diversos trabajos en donde se realizan
mediciones de CO,, como los reportados por Oh y col (2000), en arena contaminada
con aceite, donde se midid la concentracién de CO; presente en los microcosmos y se

obtuvieron tasas de degradaciéon de 50 g de aceite/ Kg de suelo. Asi mismo el estudio
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realizado en USBA por Acosta (2008), que evalud la medicion del CO; en diferentes
tratamientos por cromatografia de gases en cortos periodos de tiempo, lo cual
demostrd ser una técnica facil y precisa. Adicionalmente estudios respirométricos en
suelos contaminados con fenol y compuestos derivados, han utilizado cromatografia

para la medicion del CO, (Tabla 6).

Por otro lado existen otras técnicas para cuantificar este compuesto, como la
titulacion acido base, donde un agente alcalino como el hidréxido de sodio (NaOH),
hidroxido de bario (Ba (OH);) o hidroxido de litio LiOH retienen el CO, formado
por la actividad microbiana, y es cuantificado por titulacién con acido clorhidrico y
fenolftaleina como indicador (Margesin et al., 2000; Kijchavengkul et al., 2006). En
este método el exceso de hidroxido que no reacciona es determinado por la diferencia
con la produccion de CO, (Critter et al., 2004), pese a que esta técnica es
comunmente usada, es dispendiosa y poco precisa, por lo cual actualmente se prefiere
utilizar técnicas mas directas como la cromatografia de gases, que ademas permite

hacer especiacion molecular (Oh et al., 2000).

La cromatografia, es un método fisicoquimico de separacion, donde la muestra se
desplaza por una fase movil que puede ser gaseosa, liquida o fluido supercritico,
encargada de mover la muestra a través de la columna. Esta fase mévil pasa a través
de una fase estacionaria la cual es inmiscible, y se queda fija a una columna o a una

superficie sélida (Skoog et al., 2001).

Entre los métodos generales de la cromatografia se encuentran la cromatografia de
liquidos (CL), de gases (CG) y de fluidos supercriticos (CSF).En la CG, el analito
(p.e., el CO»), son sustancias organicas volatiles de pesos moleculares no muy altos y
no termolabiles. Se diferencia principalmente de otros métodos cromatograficos en
que es destructiva con la muestra y ademas la fase movil no interacciona con la
misma, ya que su Unica funcion es transportarla por la columna, es asi que el Gnico
parametro de separacion es la fase estacionaria (Delgado y Brunetto,2000; Skoog et

al., 2001; Clavijo y Brunetto., 2006; Reyes, 2008).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En la actualidad, uno de los mayores problemas ambientales es la presencia de
compuestos toxicos originados por las actividades industriales, que afectan
ecosistemas terrestres y acudticos. Un grupo de estos contaminantes son los
compuestos fendlicos, que se caracterizan por su facil movilidad, reactividad y

toxicidad (Rodriguez y Torres, 2001; Kondrateva et al., 2001; EPA, 2000).

En Colombia, las industrias que generan la mayor cantidad de desechos fendlicos
son las petroquimicas, de plasticos, sustancias quimicas, textiles, papeleras y de
tintes. Las descargas por parte de estas empresas generan un riesgo, ya que pueden
contaminar los suelos y cuerpos de agua por la inadecuada disposicion de estos

residuos.

El impacto ambiental, que genera el fenol ha llevado a la realizacion de diferentes
estudios que buscan dar una solucion a esta problematica. Sin embargo, la mayoria de
los trabajos realizados en Colombia, como los de Chitiva y Dussan (2003), estan
enfocados unicamente al tratamiento de ambientes acudticos dejando a un lado los
ambientes terrestres. Es asi, como surge la necesidad de generar estudios que utilicen
soluciones bioldgicas, como la biorremediacion para tratar suelos contaminados con

fenol.

La biorremediacion trata ambientes contaminados con este tipo de compuestos de una
manera controlada y eficiente, ya que utiliza los microorganismos para degradar el

contaminante y ademads es aplicable a cualquier ecosistema (terrestre y acuatico).

Teniendo en cuenta el impacto ambiental, los efectos tdxicos, los pocos estudios
realizados en Colombia sobre el tratamiento del fenol en suelos, y la necesidad de
implementar estrategias ambientales amigables, surge la necesidad de identificar

microorganismos para explotar su potencial biotecnoldgico y explorar su uso en
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ambientes contaminados. Por estas razones, el presente estudio es uno de los primeros
trabajos realizados en el pais, que evalua bacterias con capacidad de degradar el fenol
en suelo, para que en un futuro puedan emplearse en tratamientos de biorremediacion

que mitiguen los dafios causados por el fenol.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Seleccionar y evaluar bacterias con capacidad para degradar el fenol en suelos

contaminados, por respirometria.

4.2 Objetivos especificos

Seleccionar bacterias con capacidad para degradar fenol, aisladas de estudios
previos de degradacion de HC’s en la linea de investigacion de

biorremediacidon de ambientes contaminados de USBA.

Evaluar por respirometria (consumo de O, y produccion de CO;), la

degradacion del fenol de las bacterias seleccionadas.

Seleccionar las bacterias con mayores tasas de degradacion del fenol por

respirometria.

Comparar las tasas de consumo de O, y produccion de CO,, en las bacterias
seleccionadas y evaluar la respirometria como un pardmetro para monitorear

la biodegradacion del fenol.
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5. MATERIALES Y METODOS

La seleccion de bacterias, se realizd a partir de la coleccion de bacterias degradadoras
de HC’s, aisladas en diferentes proyectos que se han realizado en la linea de
investigacion de biorremediacidn de ambientes contaminados en la Unidad de
Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA). La capacidad degradadora se
evalué en microcosmos empleando respirometria, determinando el consumo de O, y

la produccién de CO,

Para la medicion de O, se utilizé un respirémetro manométrico HACH® (Modelo
2173b), realizando lecturas diarias, mientras que para la produccion de CO; se utilizéd
cromatografia de gases (Shimadzu ; GC-2014), con mediciones los dias 0, 3, 6,9y

13, del estudio.
5.1 Evaluacion de bacterias degradadoras de fenol

Fueron seleccionadas bacterias con capacidad para degradar el fenol, a las cuales se le
hubiera comprobado la capacidad de degradar HC’s en laboratorio (Tabla 7).Las
bacterias evaluadas, se encuentran conservadas a -80°C en Skim Milk, y depositadas
en la coleccidn de microorganismos del Departamento de Biologia de la Pontificia
Universidad Javeriana. Con el proposito de recuperar y verificar la pureza de las
bacterias a evaluar, se realizd una siembra en agar nutritivo y una tincion de Gram
para descartar cualquier tipo de contaminacion. Una vez verificada la pureza, se
realizd el tamizaje y evaluacidn, inoculando los microorganismos en 10 ml de medio
minimo de sales Bushell-Hass (BH) (Anexo 1), suplementado con 500 mg/l de fenol
(Merck: Reactivo) como fuente de carbono y energia. Se eligié una concentracion alta
con el fin de asegurar que las bacterias que resistieran, fueran promisorias

degradadoras de fenol (Koutny et al., 2003; Rondén y Salamanca, 2007).
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Tabla 7. Microorganismos evaluados en la biodegradacion del fenol.

Codigo

. . . Método de Origen del lugar
Cepario Microorganismo Identificacion de estudio
USBA
ggg%__gglo_ Orchrobacterium intermedium 16s ADN Arauca
89 Pseudomonas aeruginosa 16s ADN Arauca
90 Acinetobacter baumannil 16s ADN Arauca
91 Acinetobacter baumannil 16s ADN Arauca
92 Acinetobacter baumannil 16s ADN Arauca
94 Pseudomonas beteli 16s ADN Arauca
95 Pseudomonas aeruginosa 16s ADN Arauca
96 Stenotrophomonas maltophia 16s ADN Arauca
98 Acinetobacter sp. 16s ADN Arauca
99 Acinetobacter sp. 16s ADN Arauca
100 Pseudomonas aeruginosa 16s ADN Arauca
101 Pseudomonas fluorescens 16s ADN Arauca
102 Stenotrophomonas acidaminiphila 16s ADN Arauca
102 Stenotrophomonas acidaminiphila 16s ADN Arauca
104 Microbacterium baskeri 16s ADN Arauca
105 Arthrobacter sp. 16s ADN Arauca
106 Microbacterium arborescens 16s ADN Arauca
108 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 | SD Donacion
109 Acinetobacter iwoffi Crystal Zipaquira
110 Stenotrophomonas monophila Crystal Zipaquira
111 Pseudomonas putida Crystal Zipaquira
112 Stenotrophomonas Crystal Zipaquira
113 Chromobacterium violaceum Crystal Zipaquira
114 Flavimonas oryzihabitans Crystal Zipaquira
115 Acinetobacter iwoffi Crystal Zipaquira
116 Flavimonas oryzihabitans Crystal Zipaquira
117 Chromobacterium violaceum Crystal Zipaquira
118 Flavimonas oryzihabitans Crystal Zipaquira
119 Flavimonas oryzihabitans Crystal Zipaquira
120 Stenotrophomonas monophila Crystal Zipaquira
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Tabla 7. Microorganismos evaluados (continuacion)

Codigo Cep.ario . . Método de Origen del l.ugar
PUJ-M-Bio- Microorganismo Identificacién de estudio
USBA-
122 Pseudomonas aeruginosa Crystal Sabana de Bogota
123 Pseudomonas putida Crystal Sabana de Bogota
154 Acinetobacter iwolffi Crystal Sabana de Bogota
155 Stenotrophomonas monophila | Crystal Sabana de Bogota
156 Chromobacterium violaceum | Crystal Sabana de Bogota
170 SD SD Arauca
171 SD SD Arauca
175 SD SD Arauca
176 SD SD Arauca
177 SD SD Arauca
178 Shigella sp. SD INAS
179 Escherichi coli SD INAS
180 SD SD Arauca
181 SD SD Arauca
183 SD SD Arauca
184 SD SD Arauca
185 SD SD Arauca
186 SD SD Arauca
187 SD SD Arauca
188 SD SD Arauca
189 SD SD Arauca
190 SD SD Arauca

SD: Sin determinar

Las bacterias en el medio suplementado con fenol fueron incubadas por 7d a 27 +
2°C, en condiciones aerobias. Se realizaron 3 pases consecutivos de las bacterias en
medio liquido minimo de sales BH con adicidn de fenol, seleccionando los tubos con
turbidez, que indicaba crecimiento bajo dichas condiciones (Luo et al., 2005). Cada

bacteria a evaluar, se cultivo por duplicado para aumentar la concentracion celular.
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5.2 Evaluacion de la capacidad para degradar el fenol

5.2.1 Produccion del inoculo

Una vez se realizaron los 3 pases de las bacterias en el medio suplementado con
fenol, se procedid a recuperar la mayor cantidad de células para preparar el indculo
bacteriano. Los cultivos fueron centrifugados a 6000 rpm x 5 min (Kapley et al.,
2001) y se descartod el sobrenadante. Posteriormente, se coloco el segundo cultivo en

este tubo repitiendo la centrifugacidon para obtener una mayor concentracion celular.

5.2.2 Montaje de microcosmos

5.2.2.1 Preparacion del suelo

La evaluacidn de la capacidad degradadora del fenol por respirometria se realizé en
microcosmos, con ~85 g de suelo proveniente de un bosque de la finca La Selva,
ubicado en el Departamento de Risaralda. Este lugar hace parte del area de estudio
del centro de Investigaciones y Estudios en Biodiversidad y Recursos Genéticos
(CIEBREQ), especificamente del proyecto de valoracidon de los Bienes y Servicios
Ambientales de la Biodiversidad para el Desarrollo Sostenible de Paisajes Rurales

Colombianos: Complejo Ecorregional de los Andes del Norte (CEAN).

El suelo fue tamizado, con el fin de generar una matriz mas homogénea para la
evaluacion (Ellis, 2004) y posteriormente fue esterilizado en autoclave por 1 h, a
121°C con 15 1b de presion (Trevors, 1996; Inglis et al., 1998; Shaw et al., 1999).
Este procedimiento se realizo durante 3d consecutivos, para destruir microorganismos
y formas de resistencia bacteriana como las esporas, con el fin que las bacterias a
evaluar no tuvieran alguna competencia con la microbiota del suelo utilizado (Shaw

et al, 1999; Luo, et al., 2005).

Para determinar la eficiencia de la esterilizacidon del suelo, se utilizo la técnica de

recuento en placa para microorganismos heterotrofos (La Torre, 2007), en el que se
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tomaron 5 g de suelo y se diluyeron en 45 ml de solucion salina al 85 % (p/v),
obteniendo una dilucién 10™. La mezcla fue agitada durante 15 min a 160 rpm en una
plataforma de agitacion orbital para lograr el desprendimiento de los

microorganismos de la matriz del suelo (Vallejo, 2004).

A partir de la dilucién 107, se realizé una siembra en superficie en agar R2A por
duplicado, las cuales fueron incubadas durante 5 dias a temperatura ambiente (20-
25°C), para cuantificar el numero de unidades formadoras de Colonia (UFC) de

heterdtrofas presentes en el suelo (La Torre, 2007).

El contenido de agua en el suelo fue ajustado al 60% (p/p) de humedad, con agua
desionizada estéril (Shaw et al., 1999). Para ajustar la humedad del suelo, este
parametro fue determinado por peso seco, ya que es determinante en los procesos de
remediacion (Vallejo, 2004). Para hacer esta determinacion se colocaron ~10.0 g de
suelo en bandejas de aluminio previamente pesadas. Posteriormente, estas fueron
secadas en un horno a 105°C durante 24 h y luego las bandejas con el suelo fueron
nuevamente pesadas para la determinacion del peso seco (Anexo 2) (IGAC, 1979;

IGAC, 1995)
5.2.2.2 Preparacion de los microcosmos

Para el montaje de cada microcosmos se utilizaron botellas de vidrio ambar (500 ml),
las cuales fueron lavadas con acido sulfurico al 5% (v/v) para eliminar residuos de
jabén y materia orgédnica. Se colocaron ~85 g de suelo en cada uno de los
microcosmos, esta cantidad ha sido empleada en estudios de respirometria
anteriormente realizados en USBA (Garcia y Garzén, 2005; Acosta, 2008), y se
afiadieron 21.25 mg de fenol/ 85 x 10~ Kg para una concentracién final de 250 mg

de fenol/Kg de suelo (Anexo 3) (Luo, et al., 2005; Tao, et al., 2007).
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La mezcla (suelo-fenol) fue homogenizada en bandejas de aluminio desechables y
colocadas en los microcosmos, los cuales fueron sellados con tapones de caucho y

agrafes de aluminio (Acosta, 2008).

5.2.2.3 Controles empleados

a) Suelo estéril con diesel, como sustancia referencia (SR) a una concentracion de
~20,000 mg/Kg ,s (Rondén y Salamanca, 2007; Garcia y Garzén, 2005; Acosta,
2008); y Acinetobacter sp que ha sido identificada en estudios previos como
degradadora de este compuesto por Acosta (2008). El diesel utilizado fue
previamente filtrado en un filtro de 0.22 um. Este control permitio evaluar el buen
funcionamiento del montaje de los microcosmos para el consumo de O, y la
produccion de CO,. El diesel fue seleccionado por su facil biodegradabilidad y
Acinetobacter sp. por la capacidad degradadora que tiene sobre este compuesto,
caracterizada en estudios previos realizados en USBA sobre respirometria y
degradacion de hidrocarburos por la técnica del NMP (Maldonado, 2004; Vallejo
2004; Acosta 2008).

b) Un control abidtico (CA), el cual contenia suelo estéril contaminado con fenol sin
ningin microorganismo, con el fin de evaluar la degradacion del fenol mediante
procesos abioticos (fisicos y quimicos) (Margensin ef al., 2000; Margesin y Schinner,

2001; Garcia y Garzdn, 2005; Acosta, 2008).

¢) Suelo y el microorganismo de referencia (Acinetobacter sp.) sin ninguna fuente de
carbono (CS), para evaluar la presencia de compuestos organicos e inorganicos en el

suelo, que puedan contribuir al consumo de O, y la produccién de CO,.

5.3 Evaluacion respirométrica de la biodegradacion del fenol

La evaluacién de las bacterias fue realizada en suelo contaminado con fenol a una

concentracion de 250 mg fenol/Kg de suelo (Luo et al., 2005; Tao et al., 2007), una
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solucion de SIS conservando la relacion C:N:P  100:10:1(Vallejo, 2004; Garcia y
Garzon, 2005; ; Acosta, 2008), utilizando 6.1 mg de nitrato de amonio (NH4NO3)
(Merck: grado reactivo), como fuente de nitrdgeno para lograr una concentracion de
25 mg N/ Kg de suelo y 1.2 mg de fosfato acido dipotéasico (K,HPO,) (T. J Baker:
grado reactivo), como fuente de fésforo para una concentracion de 2.5 mg P/ Kg de
suelo (Anexo 4), y el pellet de los microorganismos seleccionados inicialmente por su
capacidad para degradar el fenol (numeral 5.2.1). Las bacterias seleccionadas por
utilizar el fenol como tunica fuente de carbon y los controles, fueron evaluados

respirométricamente para el consumo de O, (n= 3), y la produccion de CO; (n= 4).
5.3.1 Monitoreo del consumo de oxigeno

Se evaludé el consumo de O, de los microcosmos utilizando un respirometro
manométrico (HACH®) (Figura 2). Esta técnica ha sido utilizada en previos estudios
realizados en USBA por Garcia y Garzén (2005) y Acosta (2008), y permite medir
los cambios generados en la presion por el consumo de O, a través de una columna

de mercurio.

Figura 2. Equipo HACH utilizado para determinar el consumo de O,
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A cada microcosmos se le coloco una trampa de hidréxido de litio (LiOH), para
remover el CO, producido durante la biodegradacién, ya que asi se asegura que los
cambios generados en el interior de los microcosmos son producidos por el consumo

de O, (Gernaey et al., 2001).

5.3.2 Monitoreo de la produccion de diéxido de carbono

5.3.2.1 Condiciones cromatograficas

Para evaluar la produccion de CO, se utilizé un cromatdgrafo de gases, equipado con
una columna capilar RT-QPLOT de 30m de largo por 0.53mm de didmetro interno, y
un detector de conductividad térmica (TCD) (Figura 3). El helio, de pureza grado 5.0
fue usado como gas de arrastre (flujo total de 204.8 mm/min) a un split de 10:1 para
el primer montaje y 40:1, para el segundo montaje, dos splits por ajustes técnicos del
cromatdgrafo. Es de anotar que se emplearon los mismos valores de split, tanto para

patrones como para muestras en cada montaje.

Por el numero de tratamientos y el tiempo necesario para el analisis de cada muestra
fue necesario realizar 2 montajes en el tiempo. Durante el primer montaje se
evaluaron 6 microorganismos mientras que durante el segundo se evaluaron 5. Para

los dos montajes se evaluaron los controles (BA, CA, CS).

Figura 3. Cromatografo Shimadzu GC-2014 empleado en la determinaciéon de la

produccion de CO; en los microcosmos.
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Las muestras se inyectaron manualmente, tomando 50 pl del espacio de cabeza (EC)
de los microcosmos, con una jeringa Hamilton de 100 pl, las cuales se
homogenizaron reinyectando 5 veces la muestra (Acosta, 2008). La temperatura del
inyector y el detector fueron mantenidas a 65 y 200°C, respectivamente. Se utilizé
una rampa de temperatura para la corrida de lectura, en donde la columna inicié con
60 °C por 6 min, luego fue llevada a 30°C por min hasta llegar a 100 °C donde

permanecid isotérmico por medio min.

El espacio de cabeza (EC), de los microcosmos se calculo el CO, producido durante
la degradacion utilizando la metodologia descrita por Acosta, 2008. Se pesaron
microcosmos con ~ 85 g de suelo (n=3), se les adicion6 agua destilada y se volvieron

a pesar. Matematicamente el EC se determino con la siguiente (Ecuacion 1):

EC (g)= (Peso microcosmo + Agua) — (Peso microcosmo)
Ecuacion 1

El resultado obtenido de la anterior ecuacion esta dado en gramos, para convertirlo en
unidades de volumen (1), se corrigié con la densidad del agua a 20°C (0.9982g ml™)

(Ecuacion 2).

EC(l)=| [ u j
pHZO( r‘) 1000ml

em

Ecuacion 2
5.3.2.2 Preparacion de los estindares para la medicion de la produccion de CO;
Para cuantificar el CO, producido por el metabolismo de las bacterias en los

microcosmos, se utilizd la relacion del area bajo la curva y la concentracidon del
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mismo, y a partir de esta determinacion se cuantificaron muestras de concentraciones
desconocidas. Los estdndares para realizar la curva patron, se prepararon en botellas
ambar de 110 ml con diferentes concentraciones de nitrégeno (N,) y CO,, a partir de

una mezcla gaseosa de N,:CO, de relacion 80:20, con un alto grado de pureza (5.0)

(Cryogas).

En la elaboracion de los estandares, las botellas fueron llenadas con agua y
sumergidas en un recipiente con agua. Las botellas fueron burbujeadas con la mezcla
de N,:CO, desplazando totalmente el liquido por el gas, asegurando asi, solo la

presencia del gas inyectado (Figura 4) (Acosta, 2008).

R

A) C) D)

Figura 4. Fabricacion de estdndares para determinar la producciéon de CO,. A)
Inmersién de las botellas con agua B) Burbujeo de N,:CO,; C) Sellamiento de las

estandares y D) Inyeccidn de los estandares.

Se realizd una curva patrén para cada montaje, ya que las condiciones entre montajes
podia variar. Para elaborar la primera curva, se realizaron 7 estandares a los que se les
retiraron diferentes volimenes de mezcla (Oml, 5ml, 10ml, 15ml, 20ml, 30ml),
modificando el nimero de moles, y por ende la concentracidon presente en cada uno

de ellos (Anexo 5).

Para obtener los estindares con bajas concentraciones, se utilizaron 2 botellas que se

burbujearon con N, puro (grado 5.0) (Cryogas), y se les inyecto mezcla N»:CO, (5ml
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y 15ml) (Acosta, 2008); esto con el fin de generar una amplio rango (11.76 a 270.78
mg de CO»/1) de concentraciones en la curva patron, que permitan cuantificar el CO,

que se produce en cada uno de los tratamientos y controles.

De la misma manera en que se fabricaron los patrones para la curva del primer
montaje, se realizaron para el segundo montaje. A todos los patrones de las curvas se
les céalculo la presion de acuerdo a la ley de los gases ideales para obtener la
concentracion CO, (Anexo 5). Las dos curvas fueron elaboradas en mg/l de CO, en

funcidn del area bajo el pico cromatografico (Acosta, 2008).

5.3.2.3 Medicion de CO; en los tratamientos evaluados

Se realizaron 2 lecturas por microcosmo, y cada bacteria evaluada se evalud por
duplicado (n=4). Los ensayos se realizaron por 13 d, con lecturas en los dias 0, 3,9 y
13. Antes de cada lectura se inyectaban patrones para rectificar las condiciones del

método de corrida y la medicion por parte del equipo.

Los datos obtenidos en los microcosmos se corrigieron con el control abidtico, para
determinar la produccién de CO, generada durante la biodegradacion del fenol por

cada uno de las bacterias evaluadas.

5.3.3 Coeficiente de respiracion

El coeficiente de respiracion (CR) permite relacionar la degradacion del contaminante
(HC’s), con el desarrollo de la biomasa, la produccion de subproductos toxicos y el
consumo de O, (Taok et al., 2007; Acosta, 2008). Para que el consumo de O, este
asociado a la mineralizacion del contaminante el CR debe estar entre 0.6 y 0.8
(Moller et al., 1996; Acosta, 2008).La relacion dada por el CR se calculd dividiendo
los moles producidos de CO, por las moles consumidas de O, en los dias 9 y 13

(Taok et al., 2007; Barrena y Véazquez, 2006).
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Se calculo con la siguiente relacion matematica:

_ #moles CO,
#moles O,

CR

Ecuacién 3

5.4 Analisis estadistico

Se realiz6 una comparacion multiple (Tukey; (p < 0.05 y p < 0.2) entre los diferentes
tratamientos (bacterias evaluadas) al final de los experimentos para evaluar
diferencias significativas en el consumo de O, y produccion de CO,. Todos los

yae . , . . g ® .y
analisis estadisticos se realizaron utilizando JMP™ version 4.04.

Para el caso la produccion de CO; se llevo a cabo un control de calidad, para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos en el tiempo (t=0 y t=13),

utilizando la prueba t-student (p<0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Bacterias seleccionadas por su capacidad para degradar el fenol

Inicialmente, se evaluaron 57 Dbacterias
biorremediacion para ambientes contaminados, que se encuentran conservadas a -80
°C y registradas en la coleccidon de microorganismos del Departamento de biologia de
la Pontificia Universidad Javeriana (Tabla 7), con el proposito de seleccionar aquellas
bacterias degradoras de HC’s que degraden fenol. Como resultado de este tamizaje,
se obtuvieron 11 bacterias con la capacidad de utilizar el fenol (500 mg/l), como

unica fuente de carbono (Tabla 8), estos microorganismo crecieron en medio mineral

liquido BH, a una concentracién de 500 mg de fenol/ .

Tabla 8. Bacterias con capacidad degradadora de fenol

en la linea de

Codigo Cepario . . .
Microorganismo Estudios en USBA

PUJ-M-Bio-USBA-

94 Pseudomonas beteli Maldonado, 2004

99 Acinetobacter sp. Guevara, 2002

102 Stenotrophomonas acidaminiphila | Maldonado, 2004

110 Stenotrophomonas monophila Vallejo, 2004

112 Stenotrophomonas Vallejo, 2004

113 Chromobacterium violaceum Vallejo, 2004
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Tabla 8. Bacterias con capacidad de degradar el fenol (continuacion).

Codigo Cepario . . .
Microorganismo Estudios en USBA
PUJ-M-Bio-USBA-
118 Flavimonas oryzihabitans | Vallejo, 2004
122 Pseudomonas aeruginosa | Santos y Duefias,2006
170 S.D. Maldonado, 2004
181 S.D. Rondén y Salamanca, 2007
184 S.D. Acosta, 2008.

SD: Sin Determinar

La capacidad para degradar este HC a una concentracién de 500 mg de fenol/l, por
parte de las bacterias seleccionadas del tamizaje, puede estar relacionada con
mecanismos que desarrollan los microorganismos para resistir y sobrevivir a estas

concentraciones de fenol que suelen ser bactericidas (Schie y Young. 2000).

Entre los mecanismos que presentan las bacterias para resistir altas concentraciones
de fenol, se encuentra el cambio estructural de la membrana citoplasmatica, en donde
existen diferentes mecanismos como la isomerizacioén de los acidos grasos, lo que le
permite alinear la membrana a una forma mas rigida, dandole la posibilidad de
utilizar el fenol en altas concentraciones. Estudios realizados por Heieper y col (1992)
y Schie y Young (2000), mostraron como la capacidad de Pseudomonas putida para
degradar concentraciones de 750 mg/l de este compuesto, se veia asociado a este

mecanismo.

Otro mecanismo que es cominmente utilizado por las bacterias, es la conversion de
acidos grasos insaturados a saturados. La cadena de acidos grasos saturados puede
generar un alineamiento y acercamiento en la membrana, lo que compensa el
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aumento de la fluidez de la misma inducido por el fenol (Keweloh, et al., 1991;

Heipieper et al., 1994).

Los géneros que presentaron capacidad para degradar el fenol fueron: Acinetobacter
sp., Chromobacterium sp., Flavimonas sp., Pseudomonas sp. y Stenotrophomonas sp.
Todas bacterias Gram negativas, que poseen mayor incidencia en la degradacién de
fenol por su capa lipidica y los mecanismos a nivel de membrana; aunque las Gram
positivas también presentan esta capacidad, pero con menos frecuencia (Koutny et

al., 2003).

Muchos estudios se han centrado en la biodegradacion del fenol por diversos tipos de
microorganismos. Entre las bacterias degradadoras de fenol se encuentran varias
cepas de Acinetobacter sp., que pueden utilizar este compuesto como unica fuente de
carbono y energia (Clausen et al., 2000; Abd-El-Haleem et al., 2003; Dong et al.,
2008). La cepa de Acinetobacter, estudiada en este trabajo es la PUJ-M-Bio-USBA-
99 fue aislada de suelos de Arauca y evaluada previamente en USBA donde se ha
demostrado su capacidad para degradar HC’s (Maldonado, 2003; Guevara y Roldan,
2005; Acosta, 2008). Adicionalmente esta bacteria fue acondicionada a diferentes
concentraciones de fenol, tolerando una concentracién maxima de 200 mg/l de fenol

(Rondon y Salamanca, 2007).

Bronberg y Duréan (2001), atribuyen a Chromobacterium, la capacidad para degradar
compuestos ardmaticos con gran produccidon de oxidasas y deshidrogenas que le
permiten metabolizar el fenol. El género Flavimonas es una bacteria Gram negativa
que también produce deshidrogenasas lo que le confiere la capacidad de actuar sobre
este compuesto. En el presente estudio estos dos microorganismos,
Chromobacterium (PUJ-M-Bio-USBA-113), y Flavimonas (PUJ-M-Bio-USBA-118),

fueron aisladas de suelos de Zipaquira en un estudio realizado por Vallejo (2004).
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Entre las bacterias cominmente reportadas como degradoras de HC’s y aromaticos,
las especies mas reconocidas por la capacidad  para degradar diferentes
concentraciones de fenol (200-800 mg/1), son Pseudomonas aeruginosa, Ps. putida'y
Ps. beteli (Kapley et al., 2001; Koutny ef al., 2003; Saravanan et al., 2008). Estudios
realizados por Elsayed y col (2003) observaron que Ps. aeruginosa posee gran
capacidad para degradar el fenol y una alta tolerancia a este compuesto, asimismo
determinaron que la ruta implicada en su degradacion es la del metaclivage. Otros
estudios reportan una cepa de Pseudomonas (Ps putida ATCC 1194), como una de
las bacterias que toleran altas concentraciones de fenol (1000 mg/1) (Neujahr, 1991;

Quilty et al., 1999).

También se ha reportado a Stenotrophomonas en estudios, como un microorganismo
con alta produccion de enzimas involucradas en la degradacion del fenol, lo cual

permite utilizar el fenol para su metabolismo (Clausen ef al., 2000).

6.2 Caracteristicas del suelo utilizado

El suelo utilizado para el presente estudio fue obtenido del bosque de la finca La
Selva del departamento Risaralda, el cual hace parte de estudios de biodiversidad en
USBA. En los estudios llevados a cabo hasta el momento, se ha observado que este
suelo presenta una baja poblacion microbiana y sumado a la esterilizacion del mismo,
es favorable para la evaluacion de las bacterias seleccionadas por su capacidad para

degradar fenol sin ninguna interferencia por otros microorganismos.

Como control del suelo estéril se realizé un recuento de heterotrofos, en donde no se
observo crecimiento. Esto permitié determinar el consumo de oxigeno y produccion
de CO,. Sin embargo, se ha reportado que el proceso de esterilizacion por autoclave
afecta la biodisponibilidad de los contaminantes evaluados. Es asi, como Shaw y col
(1999), llegaron a la conclusion que al esterilizar el suelo y reinocularlo se
incrementa la adsorcion y biodegradacion del 2,4 diclorofenol, gracias a que el

quimico se difunde mas rapido en la matriz y de esta manera se encuentra mas
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disponible para los microorganismos, esto se atribuye a transformaciones de pH, de la

solubilidad del carbono organico y al movimiento de electrones en el suelo.

Después de la esterilizacion se encontrd que el suelo presentaba una humedad de 48.5
+ 0.4 % (p/v), la cual fue a justada a un 60% con agua desionizada estéril en todos los
microcosmos para facilitar la biodegradacion (Shaw ez al., 1999). Otro de los factores
importantes que se midid en el transcurso de los ensayos, fue la temperatura
ambiental en la que se encontraban los microcosmos, este factor en promedio se
mantuvo en 24.4 + 0.6°C, esta temperatura generalmente encontrada en suelos
favorece el crecimiento microbiano (Kondrateva et al., 2001; Polymenakou y

Stephanou, 2005).
6.3 Analisis respirométrico de la biodegradacion del fenol

La evaluacion del consumo de O; y la produccion de CO; sirvid como pardmetro
para monitorear la degradacion del fenol por parte de los microorganismos
seleccionados. Como lo menciona Critter y Ocol (2004), la medicion de la respiracion
permite estudiar la actividad microbiana, en particular los procesos de
mineralizacion, donde el consumo de O; y la produccion de CO, dependen de

factores como la biomasa microbiana, la temperatura, el pH, entre otros.

Durante los ensayos se observaron diferentes fases, que hacen referencia a los
procesos de asimilacidén y degradacidon de los compuestos (para este caso el fenol). La
primera fase hace referencia a la adaptacién, en donde el consumo de O, y la
actividad metabdlica es baja; una fase exponencial, donde se incrementa el consumo
de O, y la produccion de CO, que puede ser atribuida a la degradacién de los
sustratos (fenol); y en algunos casos se pudo observar una fase estacionaria, donde el
consumo de O, cesa, el compuesto es transformado lentamente a CO,, el sustrato o
contaminate es escaso y la biomasa se mantiene constante (Gernaey et al., 2001; Lors

y Mossmann, 2004; Taok et al., 2007).
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Es asi, como las curvas de respirometria se analizaron en la fase exponencial, fase
que también ha sido utilizada en otros estudios respirométricos realizados en USBA

(Garcia y Garzon, 2005; Acosta, 2008).
6.3.1 Analisis del consumo de oxigeno en los microcosmos

Los controles abioticos (CA) y de suelo con el microorganismo de referencia (CS),
presentaron en general un consumo minimo de O, menor que el de las bacterias
evaluadas. Esto indic6 un bajo consumo de O, abidticamente y una baja presencia de
materia organica en el suelo utilizado para el control CS. El control abiotico fue el
utilizado para corregir todos los datos obtenidos, ya que el consumo de O, es el
generado por los procesos abidticos y fisicoquimicos, como lo son la fotoxidacion,
adsorpcion/desorcidn, volatilizacion y oxidaciéon del fenol (Akbal y Onar, 2003). El
control suelo con el microorganismo de referencia, present6d una gran variabilidad a lo
largo de todo del ensayo, por lo cual no fue usado para el estudio de los datos. Por
otra parte, el control con diesel, (SR) indicé un adecuado funcionamiento de los
equipos con el registro del consumo de O, lo que indica que el microorganismo
degrad6 la sustancia de referencia, corroborando que el sistema empleado era el
adecuado para la medicion del consumo de O, (Garcia y Garzon, 2005; Acosta,

2008).

La fase exponencial para cada uno de los microorganismos comenzo en diferentes
dias en estudio. La cepa PUJ-M-Bio-USBA-99 correspondiente a Acinetobacter sp.
presentd una corta fase de adaptacion (dia 1), y uno de los mayores consumos de O,
(Anexo 6)(Figura 5). Los estudios realizados por Dong y col (2008), reportan que
cepas aisladas de suelo de Acinetobacter sp. tienen la capacidad de degradar desde
94 hasta 940 mg/l de fenol. De igual manera, la cepa PUJ-M-Bio-USBA-110
(Stenotrophomonas monophila), tavo un consumo alto de O,, en donde su fase
exponencial empezd el dia 4. Esta bacteria también ha demostrado en estudios
preliminares que se estdn llevando en USBA la capacidad de degradar aceites

(Roldan, 2008).
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Figura 5. Medicién del consumo de oxigeno, en la degradacion de fenol durante 13 d.

Se presenta el promedio de 3 lecturas.

Otra cepa que presentd un alto consumo de O, fue la cepa PUJ-M-Bio-USBA-102
identificada como Stenotrophomonas acidaminiphila, seguida de la PUJ-M-Bio-
USBA-112 (Stenotrophomonas), y la PUJ-M-Bio-USBA-181, una Acinetobacter sp.
adaptada a una concentracién de 200 mg/1 de fenol en estudios realizados por Rondon
y Salamanca (2007). En general, la fase exponencial inicio hacia el dia 4 y el
comienzo de la fase exponencial en todos los tratamientos fue muy cercana (Figura

6).
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Figura 6. Medicidn del consumo de oxigeno, en la degradacion de fenol durante 13 d.

Se presenta el promedio de 3 lecturas.

Comparando todos los datos obtenidos del consumo de oxigeno en el dia final (13 d)
(Anexo 7), las cepas que presentaron un consumo significativamente mayor fueron
las cepas PUJ-M-Bio-USBA-102, 112 y 181, en donde los géneros
Stenotrophomonas 'y Acinetobacter sp. obtuvieron el mayor consumo de O,. Estos
géneros son reportados en la literatura como microorganismos con la capacidad para
degradar compuestos aromaticos como el fenol en efluentes, sin embargo con este
estudio se comprobd que no solo tienen actividad en efluentes, sino también en

suelos.

La cepas 118 y 122 obtuvieron los valores mas bajos de la degradacién. Esto puede
ser atribuido a una escasa oxidacion del fenol, en donde los microorganismos
degradan el fenol a intermediarios iniciales de la ruta de la degradacién como el y
cetodipatoetanol-lactona en el caso de la via orto o el acido protocatéquico para la via

meta (Barrios ef al., 2006).
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6.3.1.1 Tasas de consumo de O,

Para poder determinar las diferentes tasas de consumo de O, (mg O, Kg'd™), como
un parametro de la capacidad degradadora del fenol de las diferentes cepas
evaluadas, se realizaron regresiones lineales de cada una de las curvas de consumo de
O, de los microorganismos evaluados. Para realizar esta linea de tendencia, se
tomaron los datos entre los dias 4 al 12, fase exponencial, haciendo una regresion
lineal (Tabla 9). Todos los datos fueron corregidos con el consumo de O, del control
abidtico, y de cada una de las regresiones se obtuvo una ecuacion de la recta, en
donde la pendiente representa la tasa de consumo de O, (Garcia y Garzoén, 2005;

Acosta, 2008).

Tabla 9. Tasas de consumo de O, desde el dia 4 al 12.

Codigo de Pendiente Intercepto 5
Cepario USBA | (mg Ong'lpS dh p-S. (mg Ong'lps) '
94 14.9 4.8 -2.851 0.8782
113 17.8 16.4 36.649 0.5528
110 40.4 17.2 -54.356 0.8653
118 3.5 4.2 53.439 0.1385
122 4.2 1.2 38.624 0.5610
99 27.1 3.8 -23.171 0.9435
102 79.5 10.6 -287.640 0.9864
181 77.7 14.6 -326.840 0.9733
184 54.8 13.9 -82.887 0.9509
170 323 37 103.540 0.5008
112 66.2 15.1 -158701 0.9491

D.S.: desviacion estandar
r’: representa la cantidad de variabilidad de Y que puede ser explicado por X.
Ademas de ser una medida de la relacion lineal entre dos variables.
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Las cepas PUJ-M-Bio-USBA-102 y 181, presentaron las mayores tasas de consumo
de oxigeno, 79.0 y 77.7 mg Ong'lpS d”!, respectivamente. Tasas de consumo bajas
comparadas con otros estudios realizados en USBA, Garcia y Garzén (2005),
utilizaron suelo contaminado con lodos aceitosos de petroleo donde la mayor tasa de
consumo de O, fue de 802.28 mg Ong']ps d”! para el tratamiento con adicion de sales
inorganicas simples (SIS) en el equipo HACH. Mientras que en los estudios de
Acosta (2008), la mayor tasa de consumo de O, fue de 224.52 mg Ong'lpS d’,y se
presentd en el tratamiento de alta bioestimulacion y baja bioaumentacién en la
degradacion de Diesel. Claro esta que en estos estudios los contaminantes son

sustancias menos toxicas que el fenol y mas féciles de degradar por su estructura.

Comparado con estudios de fenol como los realizados por Kapley y col (2001), las
tasas de consumo de O, por Pseudomonas sp. son menores en efluentes, y en
contraste con los datos obtenidos en este estudio, indican que las bacterias evaluadas
en este estudio son eficaces en la biodegradacion del fenol. Estas diferencias en las
tasas de consumo de O, puede deberse a que en efluentes pueden encontrarse
compuestos que pueden inhibir la degradacion del fenol como lo son, tiocianatos,

sulfitos y cianidas (Kumaran y Paruchuri,. 1997; Orupold et al., 2001)
6.3.2 Produccion de CO; en los microcosmos
6.3.2.1 Curva patron para la medicion de la produccion de CO;

Para calcular la concentracion de CO; producida en cada uno de los microcosmos, se
utiliz6 la curva patrédn elaborada con estdndares de diferentes concentraciones
(Anexo 5). Se realizaron 2 curvas correspondientes a la del primer montaje y segundo

montaje (Figura 7).
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Figura 7. Curva patron de la concentracion de CO,. A) Primer montaje: se utilizaron
concentraciones de los estandares de 270,8; 259,0; 248.,2; 238,3; 229,1; 212,7; 175,2;
11,7 y 32,5 mg de CO,/1. B) Segundo montaje: se utilizaron concentraciones de los

estandares de 238,3; 212,8; 32,5; 26.7 mg de COy/1.
6.3.2.2 Analisis de la produccion de CO;

El estudio se realizd en dos montajes. Por cada microcosmos fueron tomadas 4

lecturas. Los datos de todos los tratamientos obtenidos fueron corregidos por el
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espacio de cabeza en cada microcosmos, que en promedio fue de 0.5859 1, valor

obtenido de ecuacion 1 y 2 (Acosta, 2008).

Al igual que en el consumo de O, los datos obtenidos fueron corregidos con el
control abiotico. Para cada uno de los montajes se midieron controles independientes,
puesto que las curvas y las concentraciones halladas en cada medicidén no presentaron
la misma tendencia, por lo cual cada tratamiento fue corregido de acuerdo al control y

el montaje al cual hacia parte.

Todos los tratamientos fueron corregidos por el control abidtico (Anexo 8), ya que la
produccion de CO, generada por este control es atribuida a procesos abidticos y
fisicoquimicos, como lo son la fotoxidacién, adsorpcion/desorcion, volatilizacion y
oxidacién del fenol (Akbal y Onar, 2003); el control de suelo con diesel (SR),
cumplid con el objetivo de determinar si el cromatografo media y cuantificaba CO,,
ya que se generd una respuesta por parte del equipo, asegurando que el sistema
funcionaba adecuadamente. El control suelo con el microorganismo de referencia
(CS), presentd en general un producciéon minima de CO, pero con gran variabilidad
de los datos, por lo cual no fue utilizada para el analisis de los datos de produccion de

CO; por parte de las bacterias evaluadas.

En relacion con los resultados obtenidos en el primer montaje (figura 8), se pudo
observar que la bacteria con mayor produccidon de CO, fueron la PUJ-M-Bio-USBA-
110, 122 y 99. Estas bacterias corresponden a Stenotrophomonas monophila,
Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter sp, respectivamente. Los géneros
Stenotrophomonas y Acinetobacter, concuerdan con resultados obtenidos en el
consumo de O,, corroborando de esta forma la eficiencia de estos microorganismos
de metabolizar el fenol (Kumaran y Paruchuri, 1997; Clausen et al., 2000; Koutny et
al., 2003; Dong et al., 2008). El género Pseudomonas sp. esta reportado como un
microorganismo con alta capacidad para degradar el fenol y en general HC’s, por sus
mecanismos tanto genéticos como a nivel de membrana (Kumaran y Paruchuri, 1997;

Orupold et al., 2001; Swapna et al., 2002; Koutny ef al., 2003).
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Figura 8. Produccion de CO; durante la degradacion de fenol durante 13 d (primer

montaje). Se presenta el promedio de 4 lecturas .

Para el segundo montaje las cepas con mayor produccion de CO, fueron las 102
(Stenotrophomonas acidaminiphila), 181(Acinetobacter sp), y 170 (sin identificar)
(Figura 9), que en comparacion con la produccién de CO, del primer montaje, se
presentan los mismos géneros bacterianos. Pero al comparar las concentraciones de
este montaje con el anterior montaje, en el segundo son mayores, lo que refleja un
aumento de la actividad métabolica frente al fenol por parte de estos

microorganismos.

Al comparar las concetraciones de CO, en todos los tratamientos evaluados, las
bacterias que presentaron diferencias significativas en el primer montaje fueron la
cepa PUJ-M-Bio-USBA-110, que presento diferencia significativa con las cepas PUJ-
M-Bio-USBA-94, 99, 113 y 118 en el dia 13.
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Figura 9. Produccion de CO; en la degradacion de fenol durante 13 d (segundo

montaje). Se presenta el promedio de 4 lecturas .

Para el segundo montaje, la cepa 181 presento una diferencia significativa con todas
las cepas evaluadas en ese montaje, y la cepa 102 presentd diferencia significativa
con las cepas 184 y 112, indicando que la cepa 181, fue la mejor por ser la unica que

presento diferencia significativa con todas (Anexo 9).

Algunas bacterias tuvieron una produccién de CO; escasa y menor que la del control
abiotico indicando que pueden verse inhibidas, o no degradan el fenol

completamente, aunque si pueden ser tolerantes a este compuesto.
6.3.2.3 Tasas de produccion de CO;

Al igual que las tasas de consumo de O,, las tasas de produccion de CO, se
determinaron por regresion lineal de la fase exponencial (3-13 dias), en las curvas de

cada tratamiento.

La cepa que presentd las mayores tasas de produccion de CO;, en comparacion con
los demas tratamientos, fue la cepa 181 (52,7 mg Ong'lpS d') (Tabla 10). En
comparacion con la cepa 99 que presentd tasas negativas indicando una relacion

inversa a la produccion de CO; al transcurrir el tiempo. Este fenomeno puede verse
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relacionado con alguna inhibicion al transcurrir el tiempo o una ineficaz
mineralizacion del fenol a CO,. Contreras y col (2008) y Dong y col (2008), sugieren
que algunas bacterias pueden verse afectadas por el fenol, generando cambios en la

funcién de la membrana y la relacidn de lipidos-proteinas en esta.

Tabla 10. Tasas de produccion de CO, desde el dia 3 al 13.

Coaigo | T deproducciinde COx |y ¢
o4 ND ND ND
113 0.02 0.4 0.0132
110 8.93 46.8 0.2154
118 ND ND ND
122 11.9 22.7 0.6447
99 -5.5 18.8 0.3642
102 26.2 72.2 0.6447
181 52.7 25.3 0.9662
184 4.8 9.2 0.6447
170 36 176.9 0.2145
112 33 73.5 0.0132

D.S.: desviacién estandar

ND: No determinado, hace referencia a lecturas menores al control abidtico.

r’: representa la cantidad de variabilidad de Y que puede ser explicado por X.

Ademas de ser una medida de la relacion lineal entre dos variables.
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Las tasas respiratorias obtenidas son bajas en comparacién a otros estudios de
respirometria con HC’s, sin embargo para el caso del fenol se consideran altas, ya
que la tasa de produccidon de CO, para la cepa 181 fue de 52.7 mg COng'lpS d',a
una concentracidon de fenol de 500 mg/l, en comparacidn con la tasa obtenida en los
estudios de Orupold y col (2001), con efluentes de compuestos fendlicos, en donde la
mayor tasa respiratoria que se obtuvo fue de 89.8 mg CO,l™", teniendo en cuenta que

la concentracion de fenol era menor a 100 mg /1.
6.3.3 Coeficientes de respiracion en la biodegradacion del fenol.

Entendiendo que los estudios de respirometria miden e interpretan la respiracion,
dada en un consumo de O, y en la produccién de CO,, estos son utiles para
cuantificar y entender los procesos de la actividad microbiana, en especial los de
mineralizacion (Gernaey et al., 2001; Critter et al., 2004). Es asi como el coeficiente
de respiracion (CR) permite interrelacionar la degradacion de un compuesto, con
generacion de biomasa y la produccion de metabolitos secundarios (tdxicos) (Taok et

al., 2007; Acosta, 2008; Barrena et al., 2008).

En procesos de degradacion, el CR permite inferir si el compuesto se mineralizé a
CO,, y si el consumo de O, es debido a procesos de oxidacion propios de una
degradacion aerobia (Critter ef al., 2004). Para considerar que esto se realiza de esta
manera, el CR debe estar en un rango de 0.6 a 0.8, el cual se refiere a mineralizacion
completa atribuida al consumo de O,. Este coeficiente se determina calculando el
numero de moles de CO, sobre el numero de moles de O, (Taok et al., 2007; Acosta,

2008).

En este estudio se evaluaron los CR para todas las cepas analizadas durante los dias 9
y 13, dias donde ambos parametros (consumo de O, y produccion de CO;) se
encontraban en la fase exponencial (Tabla 11). Los resultados muestran que el dia 9
la cepa PUJ-M-Bio-USBA-170, presento un CR por encima del rango(>0.8), lo que
puede indicar un efecto toxico del fenol frente a esta bacteria, mas que por un
proceso de mineralizaciéon completa y para las demds cepas el CR se vio asociado a
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procesos de crecimiento y/o formacion de biomasa.Por otra parte, en el dia 13 se
observa que la cepa 122 y 181 presentaron procesos de mineralizacion del fenol, en

comparacion con las demads, que no llegaron a obtener este proceso.

Estos procesos de mineralizacidn se corroboraron con la cepa PUJ-M-Bio-USBA-181
en un ensayo adicional de cromatografia de gases acoplada a un detector de masas,
donde se tomaron muestras del espacio de cabeza y del suelo (de este ultimo por
Head Space, Anexo 10), donde se encontrd en mayor proporcidon el CO,, seguida de
moléculas como acetaldehido y piruvato, que son intermediaros de la degradacion
aerobia del fenol por la via meta, la cual es la mas sugerida por literatura (Barrios ef
al., 2006; Contreras et al., 2008). Cabe resaltar que en el cromatograma no hubo
fenol, lo cual ratifica la eficiencia de este microorganismo en la mineralizacion del

fenol.

Tabla 11. Coeficiente respiratorio en los dias 9 y 13.

Caodigo de Dias
Cepario USBA 9 13
94 0.0 0.0
113 0.0 0.0
110 0.1 0.4
118 0.0 0
122 0.0 0.9
99 0.1 0.2
102 0.0 0.3
181 0.4 0.7
184 0.0 0.1
170 0.9 0.5
112 0.4 0.0
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7. CONCLUSIONES

De las 57 bacterias degradadoras de HC’s de la coleccion de microorganismos
de la linea de biorremediacion y biodegradacion, se encontraron 11 bacterias

con la capacidad para degradar fenol.

De las 11 bacterias aisladas, los géneros que presentaron una degradacion mas
eficiente, en relacion a los parametros respirométricos, fueron

Stenotrophomonas, y Acinetobacter.

Se corrobord que la respirometria es un método eficiente para evaluar las
diferentes bacterias (Ttos) durante la degradacion del fenol en suelos

contaminados.

La bacteria que presentd la mayor tasa de consumo de O, fue la PUJ-M-Bio-
USBA-102 (Stenotrophomonas acidaminiphila), con 79 mg O, Kg'lps d’,
seguido de la PUJ-M-Bio-USBA-181 que es a un Acinetobacter sp. adaptado

al fenol en estudios anteriores.

La cepa PUJ-M-Bio-USBA-181(Acinetobacter sp), presento la mayor tasa
para las tasas de produccién de CO; (52,72 mg O, Kg'lps dh).

El coeficiente de respiracion (CR), permitié determinar que la bacteria 122 y
181 llevaron a cabo el proceso de mineralizacion del fenol bajo las

condiciones de este estudio..

La bacteria 181 present6 una mineralizacion del fenol.
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e Con los resultados obtenidos en el presente estudio se recomienda la cepa 181
correspondiente a Acinetobacter sp., sea usada en caso de derrame o

contaminacion de fenoles en suelo.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda en estudios posteriores para evaluacidon de la capacidad degradadora

de bacterias con el uso de la respirometria:

Utilizar un equipo que genere mayor repetitividad de los datos para la

evaluacion de consumo de O,.

Medir factores que pueden afectar la degradacion del fenol, como pH y

temperatura dentro de los microcosmos.

Evaluar las cepas seleccionadas en estudios de biorremediacion de suelos

contaminados con fenol en campo.

Evaluar el consumo de la degradacion de fenol a través del tiempo y

relacionarlo con el consumo de O, y la produccion de CO,.
Prolongar los dias de evaluacion en la produccion de COs.

Ampliar el rango de las concentraciones de fenol.
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ANEXO 1

e Medio de Cultivo Bushnell-Haas (Garcia y Garzon, 2005)

g/l

MgSO4.7H20 0.2

CaCl, 0.02
FeCl3.6H,0O 0.005
K>,HPO4 1.0
KH,PO4 1.0
NH4NO; 1.0

Llevar a 1 litro de agua desionizada, ajustar pH a 7.0 £ 0.5, homogenizar bien.

Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 libras/ pulgada’® por 15 minutos.
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ANEXO 2

Célculos para ajustar la humedad en los microcosmos. La humedad se calcula

sobre la base de suelo seco y se presenta por Pw (IGAC,1979; IGAC, 1995)
Pw= gramo de agua por 100 gramos de muestra

_ g muestra humeda — g muestraseca

Pw x100

g muestra himeda

Entonces,
g de muestra humeda= 9.27459

g de muestra seca=4.8174

_927459g-4817g o oo
9.27459g
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ANEXO 3

e (élculos para obtener una concentracion de ~ 250mg de fenol/ Kg de suelo

en cada microcosmo

250mgFenol>< IKg
kg suelo 1000g

x 85g suelo = 21.25 mg Fenol

Se pesd en balanza analitica en una cabina de extraccidn y se depositaron en
tubos de ensayo.

75



ANEXO 4

Calculos para determinar las cantidades de C:N:P (100:10:1), teniendo como

fuente de carbono el fenol 100 %

ZSOmgFenol>< 10 25mgN
kg suelo 100 kg suelo

ZSOmgFenol>< 1 25mgP
kg suelo 100 kg suelo

Célculos para la adicion de SIS, por microcosmo (relacion C:N:P 100:10:1).

La cantidad de nitrégeno requerido para la proporciéon de C:N 100:10, en

forma de NH4sNOs:

0025g N, 1kg,, 80gNH,NO,

x85gmicrocosmo=0.0061g NH,NO,
Kg looog suelo 28gN2

suelo

La cantidad de fosforo requerido para la proporcion de C:P 100:1, en forma de
K,HPOy:

0.0025gP  1kg,., 1742gK,HPO,

x 85 gmicrocosmo=0.0012g K,HPO,
Kg 1000g suelo 31gP

suelo

Homogenizar las sales antes de adicionar en los microcosmos.
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ANEXO 5
e (Calculos para determinar la concentracion de CO, (Acosta, 2008)
Ley de los gases ideales: PV=nRT, donde
P= presion.
V= volumen.
n= numero de moles
R= constante de los gases.
T= temperatura.
Despejando el nimero de moles se obtiene:

PxV
n=
RxT

e C(Célculos para la elaboracion de estandares de la curva patron de CO, en

(mg/1), para el primer montaje.
a. Datos iniciales para la mezcla de N,: CO; (80:20).

Presion atmosférica= 0.744736

Temperatura (K)=295.15
R [ atmx |

mol x K

jz 0.082

Volumen del Recipiente (1)=0.11
% v/v de CO,=0.2

Peso Molecular CO,= 44
77



b. moles iniciales de N, y CO,, de la mezcla de Ny: CO; (80:20).
V CO2 (1)=0.022
Moles (n) totales= 0.003384
n iniciales de CO,= 0.00067697

n inicialesde N,= 0.00270788

c. Preparacion de estandares, con la mezcla de N,: CO; (80:20).

Estandar (botellas) VOlume(nmrle)movido
1 0
2 5
3 10
4 15
S 20
6 30

d. Muestra de calculo para el estandar 2, com um volumen de remocion de 5
ml

P _ [ P inicial (atm) X Vrecipiente (I)J
recipiente

Vrecipiente (1) + Vremovido (1)
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Ao, =

P
Neo, =
recipiente = (

0.7124atm x 0.005/

P

recipiente

xV

removido

RxT

0.74473684atm x 0.111

]XO.Z

0.11/+0.005/

0.082(

atmx [

mol x

jx295.15K

=0.0001472mol CO,

J =0.7124atm

Como el 20% del gas es CO;, las moles removidas hay que multiplicarlas por 0.2. En

la muestra de calculos se obtiene 0.00009433

Luego se resta los moles removidos de los totales, para saber cuanto permanecen.

Moles que permanecen de CO, = moles totales de CO, — moles removidas de CO,

Moles que permanecen de CO,= 0.00067697 moles- 2.9433x107

[

"8 o, {ncoz x PMc, x1000

4

recipiente

J:%cof

0.1/

e. Datos de los célculos y las concentraciones de los estandares de
(mg/l).
moles finales
moles removidos recipiente (110
ml)
. Volumen

Estandar removido P (atm) Totales CO, n CO, mg/l CO,
1 0 0,7447 0 0 0,000676969 | 270,78
2| 0005 0,7124| 000014717 | 2,9433E-05 0,000647536 | 259,01
3 0,01 0,6827|  0,00028207 |  5,6414E-05 0,000620555 | 248,22
4] 0015 06554 |  0,00040618 |  8,1236E-05 0,000595733 | 238,29
5 0,02 0,6302|  0,00052075 |  0,00010415 0,00057282 | 229,12
6 0,03 05852  0,00072532 |  0,00014506 0,000531904 | 212,76
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f. Elaboracidn de estandares de N, (puro) e inyeccion de mezcla de CO,

Se preparon dos estandares, los céalculos para el estandar con inyeccién de

5 ml de mezcla de N»:CO, (80:20):

L _ 0.0051x0.71235698 atm x 0.2
€92 (.082 atmlmol 'K ' x 295.15K

= 0.0000294 molesCO ,

$C02 _ 0.0000284m81;<14114g><1000mg 1 1.7674%C02

g. Datos de los calculos y las concentraciones de los estandares de N, com

inyeccion de CO, (mg/l).

Moles finales recipiente
Moles iniciales 110 ml
Volumen | Presion
mezcla (atm) N, CO, CO, mg/l
N2+5mlmezcla | 0,005 0,712 ]0,00270788 0 2,94187E-05 | 11,76747664
N2+15ml
mezcla 0,015 0,655 0,00270788 0 8,11906E-05 | 32,47625226

Este procedimiento se repitio para la elaboracion de la curva patron del segundo

montaje.
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ANEXO7

Analisis estadistico del consumo de O; por tratamiento (Tukey Kramer)

700 /
600 / o —
« 500 :
o -
2 400 .
p i
€ 300 ) N,
£ ] .
& =77 ' b/
100- ] ——
0 = - T
I I I I I I I |
110 11 2 4 5 6 8 \\ 9 Al Pairs
Tukey- er
. Tratamiento . 0.2 /4
e Comparacion de Medias
Dif= 184 102 110 112 170 181 99 118 122 94 113
medias
184 0.00 120.67 170.50 191.00 195.50 197.00 446.00 611.00 641.00 656.00 661.00
102 -120.67 0.00 49.83 70.33 74.83 76.33 325.33 490.33 520.33 535.33 540.33
110 -170.50 -49.83 0.00 20.50 25.00 26.50 275.50 440.50 470.50 485.50 490.50
112 -191.00 -70.33 -20.50 0.00 4.50 6.00 255.00 420.00 450.00 465.00 470.00
170 -195.50 -74.83 -25.00 -4.50 0.00 1.50 250.50 415.50 445.50 460.50 465.50
181 -197.00 -76.33 -26.50 -6.00 -1.50 0.00 249.00 414.00 444.00 459.00 464.00
99 -446.00( -325.33| -275.50| -255.00f -250.50| -249.00 0.00 165.00 195.00 210.00 215.00
118 -611.001 -490.33| -440.50| -420.00| -415.50{ -414.00| -165.00 0.00 30.00 45.00 50.00
122 -641.00) -520.33] -470.50| -450.00| -445.50| -444.00] -195.00 -30.00 0.00 15.00 20.00
94 -656.00| -535.33| -485.50| -465.00f -460.50| -459.00f -210.00 -45.00 -15.00 0.00 5.00
113 -661.00| -540.33| -490.50| -470.00f -465.50| -464.00f -215.00 -50.00 -20.00 -5.00 0.00
a=0.20

Comparacion usando Tukey-Kramer HSD

q*

2.96927
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Abs(Dif)- 184 102 110 11 10 181 99 118 122 94 113
LSD

184 -519.66| -353.71| -349.16| -328.66| -324.16| -277.38 -73.66 91.34| 121.34| 136.34| 141.34
102 -353.71| -424.30| -424.55| -404.05| -399.55| -347.96| -149.05 15.95 45.95 60.95 65.95
110 -349.16| -424.55| -519.66| -499.16| -494.66| -447.88| -244.16| -79.16] -49.16 -34.16|  -29.16
112 -328.66| -404.05| -499.16| -519.66| -515.16| -468.38| -264.66| -99.66| -69.66 -54.66| -49.66
170 -324.16| -399.55| -494.66| -515.16| -519.66| -472.88| -269.16| -104.16] -74.16 -59.16| -54.16
181 -277.38| -347.96| -447.88| -468.38| -472.88| -424.30| -225.38 -60.38|  -30.38 -15.38 -10.38
99 -73.66| -149.05| -244.16| -264.66| -269.16| -225.38| -519.66| -354.66| -324.66| -309.66| -304.66
118 91.34 15.95 -79.16|  -99.66| -104.16| -60.38| -354.66| -519.66| -489.66| -474.66| -469.66
122 121.34 45.95 -49.16| -69.66| -74.16| -30.38| -324.66| -489.66| -519.66| -504.66| -499.66
94 136.34 60.95 -34.16| -54.66| -59.16| -15.38| -309.66| -474.66| -504.66| -519.66| -514.66
113 141.34 65.95 -29.16| -49.66| -54.16| -10.38| -304.66| -469.66| -499.66| -514.66| -519.66

Valores positives muestran la diferencia significativa entre las medias.
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ANEXOS8

e Datos crudos de la produccion de CO; (mg/l) en la biodegradacién del fenol,
cromatrografo de gases con un n=4.

Ttos/Dias 0 3 9 12
0 0 1835085 22.08941
0 0 17.74266 20.91385
94
0 0 18.19635 18.58061
0 0 17.85459 18.33
0 0 23.33359 29.75977
0 0 19.94679 26.97852
113
0 0 24.14032 32.09429
0 0 20.70194 29.32358
0 17.87237 27.80938 48.34332
0 17.31314 29.30701 75.37453
110
0 17.67929 29.23146 51.85114
0 17.19542 29.67069 84.2818
0 0 19.43377 20.98514
0 0 20.43823 18.27432
118
0 0 19.68045 24.60679
0 0 20.8411 19.68685
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Ttos/Dias 3 9 12
0 20.30904 65.15167
0 20.47511 67.64315
122
0 19.60405 20.91385
0 19.44855 20.84021
16.63285 28.34222 53.25584
16.47574 28.6752 57.19057
99
17.52801 28.84892 1827831
172516 28.49036 17.05622
0 128.86123 253.87718
0 164.52505 32332173
102
0 114.13151 282.12319
0 119.90128 293.94365
0 242.82641 328.1426
0 306.13313 326.94423
181
0 189.76744 294.78861
37,83357 270.9418
0
57.0226 242.455
0
184 56.76428 237.22762
0
62.06354 257.7915
0
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Ttos/Dias 9 12
26.48663 284.29065
329.7804 312.15469
170
331.09731 294.59433
329.78804 256.02887
216.3012 219.56509
213.63495 204.63394
112
327.11154 201.25168
226.71733 222.40678
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ANEXO9

e Analisis estadistico de l1a produccion de CO; primer montaje.

0.7 -
0.6—
S 05-
© -
S 0.4-
c
Rel =
§ 0.3+ .
5 02— .
2 N\
3 0.1+
O .
O_ = = - -
-0.1 \
1 2 3 5 6 AMNRairs
Tukey-Kramer
Tratamiento 0.2
Comparacion de medias
Dif=Medias 110 122 99 94 118 113
110 0.00000 0.20136 0.27585 0.42185 0.42185 0.42185
122 -0.20136 0.00000 0.07449 0.22049 0.22049 0.22049
99 -0.27585 -0.07449 0.00000 0.14600 0.14600 0.14600
94 -0.42185 -0.22049 -0.14600 0.00000 0.00000 0.00000
118 -0.42185 -0.22049 -0.14600 0.00000 0.00000 0.00000
113 -0.42185 -0.22049 -0.14600 0.00000 0.00000 0.00000
a=0.20
Comparacion usando Tukey-Kramer HSD
q*
2.42323
Abs(Dif)-
LSD 110 122 99 94 118 113
110 -0.27000 -0.06864 0.00585 0.15185 0.15185 0.15185
122 -0.06864 -0.27000 -0.19551 -0.04951 -0.04951 -0.04951
99 0.00585 -0.19551 -0.27000 -0.12401 -0.12401 -0.12401
94 0.15185 -0.04951 -0.12401 -0.27000 -0.27000 -0.27000
118 0.15185 -0.04951 -0.12401 -0.27000 -0.27000 -0.27000
113 0.15185 -0.04951 -0.12401 -0.27000 -0.27000 -0.27000

Valores positivos muestran la diferencia significativa entre las medias.
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e Analisis de la produccion de CO; segundo montaje.

1.1 / N\
1— H
0.9—
S 08— -
g 0.7+
5 06_ = - =
§ 0.5 .
c 04 =
g 0.3— ]
&) 02_
0.1+ . -
0— - -
O | Pairs
10 11 7 8 9 S
Tuke er
Tratamiento 0.2
Comparacion de medias
Dif=Medias 181 102 170 184 112
181 0.00000 0.42015 0.44081 0.82944 0.91939
102 -0.42015 0.00000 0.02066 0.40929 0.49924
170 -0.44081 -0.02066 0.00000 0.38863 0.47859
184 -0.82944 -0.40929 -0.38863 0.00000 0.08996
112 -0.91939 -0.49924 -0.47859 -0.08996 0.00000
a=0.20
Comparacién usando Tukey-Kramer HSD
q*
2.29490
Abs(Dif)-LSD 181 102 170 184 112
181 -0.40462 0.01553 0.03619 0.42482 0.51477
102 0.01553 -0.40462 -0.38396 0.00467 0.09462
170 0.03619 -0.38396 -0.40462 -0.01599 0.07397
184 0.42482 0.00467 -0.01599 -0.40462 -0.31466
112 0.51477 0.09462 0.07397 -0.31466 -0.40462

Valores positives muestran la diferencia significativa entre las medias.
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ANEXO 10

e Espectro de masas de la degradacion del fenol por la cepa PUJ-M-Bio-USBA
181, al dia 15 del estudio.

File :F:\javé.D

Cperator : A. REYES

Acquired : 12 Mav 2008 18:51 using AcgMethod COZ2.M
Instrument : 6820 Plus - 5973N

Sample Name: Jjave

Misc Info :
Vial Number: 2

Abundance TIC: jav6.D\data.ms
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Equipo= Agilent, Tiempo de corrida= 15 min. Muestras con Head Space.
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