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1 INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

La mayoria de compuestos organicos son producidos por plantas y animales, en 1981
habia cerca de 1.8 millones de compuestos organicos sintéticos, cada afio se sintetizan
250,000 nuevos compuestos, de los cuales se llegan a producir industrialmente entre
300 y 500 (Stumm y Morgan, 1981). Para 2005, la cantidad de compuestos existentes
en el mundo se estim6 en mas de diez millones y el de estar rodeados por mas de cien
mil de ellos (Universidad de Granada, 2005). La cantidad de sustancias quimicas
producidas por el hombre y emitidas a la atmdsfera ha crecido desde una tonelada en
1930 hasta mas de 400 millones de toneladas para inicios del presente siglo, cada mes
aparecen mas de 600 sustancias quimicas nuevas que se afiaden a las 80,000 ya existentes.
Por el momento, s6lo se han demostrado los efectos en el ser humano de un 7% de estos

agentes (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2009).

Con el avance industrial y el desarrollo de la vida urbana se ha incrementado, en gran
medida, la gama de contaminantes ambientales; la creciente concientizacion publica
para cuidar el medio ambiente ha despertado gran interés, especialmente en el
deterioro a la calidad del agua, aspecto que representa una amenaza extrema a la

capacidad de autorregulacién de la biosfera.

Por mas de un siglo en Norte América, Europa Occidental y Japon se han dedicado a
resolver eventos cruciales de contaminacion microbiana, antes de resolver problemas
de contaminacién por eutroficacion, acidificacion y contaminacion por nitratos. Durante
las ultimas décadas se han realizado importantes investigaciones sobre los riesgos de
micro contaminantes organicos. Diferentes autoridades se han enfocado a atender

estos problemas de contaminacion.

En 1977, el Congreso de los Estados Unidos de Norteamérica aprob6 a través del
“Federal Water Act” la Lista de Contaminantes Prioritarios propuesta por la Agencia de

Proteccion Ambiental de Estados Unidos (U. S. EPA por sus siglas en inglés) que



originalmente contenia 129 compuestos (Soniassy et al., 1994). En 1981 fueron
eliminados tres compuestos, permaneciendo 126. En 1982 la Comunidad Europea
adopt6 la misma Lista de Contaminantes Prioritarios, en la cual estan incluidos los
hidrocarburos polinucleoaromaticos (HPAS), lista que ratificé en 1987 y esta vigente
actualmente (EPA, 2007).

Los HPAs presentan estructuras quimicas formadas por anillos bencénicos fusionados
que comparten un par de atomos de carbono, formando una molécula plana (Wade, L. G.,
2009)) Los HPAs son producidos por la industria petroquimica (Manahan, 2007) debido a que
son componentes del petréleo crudo pero también se originan de fuentes naturales,
como la combustion incompleta de material organico (Tinoco et al., 1997) en la quema
de bosques de coniferas (Manahan, 2007) y por muy diversas actividades
antropogénicas (Tinoco et al., 1997). Son también utilizados en medicamentos o para
fabricacién de pinturas, plasticos y pesticidas (Agency for Toxic Substances & Disease
Center, 2009).

Con el desarrollo de la industria petroguimica se han presentado fugas y derrames de
petroleo y otros compuestos tanto en industrias como de tuberias de transporte,
originando la contaminacion por HPAs en suelos y en ambientes acuaticos, siendo el
principal grupo de sustancias sintéticas que se presentan en drenajes municipales e
industriales (Dojlido y Best, 1993) representando riesgos potenciales por los efectos

adversos para el hombre y el ambiente en situaciones de exposicidon incontroladas.

La presencia de HPAs en la biosfera representa un riesgo para el ser humano y para los
animales, debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas (Tinoco et al., 1997

y Manahan, 2007) asi como teratogénicas (Sudip et al., 2002).

La explotacion e industrializacion del petréleo, aunado al descontrolado consumo y
deficiente disposicion de este recurso, ha originado una seria preocupacion

concerniente al impacto que causa en el ambiente.



Las descargas industriales incontroladas presentan altos niveles de carga organica y
toxicidad, afectando enormemente al medio ambiente (Uyttebroek M., 2007), por lo que
es necesario aplicar medidas para controlar tales descargas hasta que presenten
niveles permisibles de contaminantes, asi como remediar la contaminacion y la

recuperacion de los sistemas ambientales afectados.

En México existen normas para las descargas de sustancias organicas toxicas, que

obligan al industrial a dar seguimiento al control de descargas.

Existen diferentes tecnologias para el tratamiento de este tipo de descargas:
tratamiento terciario, modificaciones a los procesos biolégicos de tratamiento,
combinaciones con procesos fisicoquimicos o procesos biotecnolégicos avanzados
utilizando microorganismos especificos, enzimas 0 microorganismos genéticamente

modificados.

El tratamiento de las aguas residuales de este tipo de industrias deberia incluir la
remocion de compuestos organicos toxicos recalcitrantes, evitando la propagacion de la
contaminacién al ambiente o los subsecuentes problemas de transporte y confinamiento

de residuos toxicos o rellenos sanitarios.

La biodegradacion de compuestos organicos especificos es una alternativa real para el
control de la contaminacion. El uso de cepas adaptadas a la degradacion de
compuestos organicos recalcitrantes y toxicos es aplicable tanto al tratamiento de aguas
residuales municipales e industriales como a la biorremediacién de suelos y acuiferos.
(Torres et al, 1997a).

1.2  Justificacion
Durante la recoleccién de muestras ambientales en los “Estudios de Clasificacién de los

rios: Coatzacoalcos, Conchos, Cazones y Panuco” desarrollados en el Instituto

Mexicano de Tecnologia del Agua durante 1996-1997, era evidente la contaminacion de



estos rios debida a descargas y fugas de diferentes industrias petroquimicas, por lo que
los HPAs fue uno de los parametros seleccionados para su monitoreo. Aunque los
procedimientos utilizados para el muestreo y analisis de los HPAs fueron los
recomendados por organismos internacionales con amplia experiencia en el campo, las
concentraciones encontradas de estos compuestos fueron menores a las esperadas
con respecto a la contaminacion observada en campo, suponiendo factores que

favorecen su eliminacion.

Park et al., en 1990, documentaron serios problemas de contaminacion por HPAs en
suelos y agua, debido a descargas incontroladas de plantas de tratamiento de madera,
plantas gaseras y refinerias de petrdleo. Los HPAs son compuestos quimicamente
estables y facilmente se adhieren a la materia organica del suelo, donde su atenuacién
se lleva a cabo primeramente por degradacion microbiana y no por volatilizacion o foto
oxidacién, por lo que es importante entender sus vias de degradacion por

microorganismos del suelo.

Un compuesto organico en la naturaleza puede presentar diferentes reacciones, fisicas,
guimicas y bioquimicas. Los HPAs en un cuerpo de agua superficial natural presentan
los procesos fisicos, volatilizacion y decantacién entre otros; procesos fisicoquimicos,
adsorcion en soélidos sedimentables y distribucion en agua y lipidos; procesos quimicos,
fotdlisis, oxidacion y reduccioén; y, procesos bioquimicos, como la degradacion debida a
bacterias o biodegradacién (Howard et al.,, 1991 y Chapman, 1996) por lo que la

biodegradacién es el factor mas importante para su eliminacion.

Los HPAs estan diseminados en varios ecosistemas y son contaminantes de gran
importancia debido a su toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad potenciales.
Debido a su naturaleza hidrofébica, la mayoria de los HPAs estan enlazados a
particulas de suelos y sedimentos, haciéndolos menos biodisponibles. La degradacion
microbiologica representa el mecanismo mayormente responsable para la recuperacion

ecolégica de sitios contaminados con HPAs (Peng R. H., 2008) por lo que la



biodegradacién, se proyecta como el proceso bioldgico para atenuar la contaminacion y

la detoxificacion.

1.3 Hipétesis

El consorcio bacteriano elegido (ver punto 3.2.1) es capaz de degradar diez HPAs (ver

1.4) utilizandolos como Unica fuente de carbono en un medio acuoso aerobio.

La degradacion de cada HPA estd dada por sus estructuras y caracteristicas

fisicoquimicas.

1.4  Seleccion de hidrocarburos polinucleoaromaticos

Debido a que en nuestro pais la mayor contaminacién ambiental es originada por la
industria petroquimica el estudio se enfocdé en los HPAs por ser constituyentes
importantes del petrdleo.

La U. S. EPA propone regulaciones para 16 HPAs considerados en su Lista de
Contaminantes Prioritarios, para este estudio se seleccionaron solamente los siguientes

diez, tomando en cuenta que presentan tres, cuatro, cinco y seis anillos aroméaticos:

1.4.1 Antraceno 1.4.2 Benzo(a)antraceno



1.4.3 Benzo(a)pireno 1.4.4 Benzo(g, h, i)perileno

X
(X

1.4.5 Benzo(k)fluoranteno 1.4.6  Dibenzo(a,h)antraceno

\

A
/

1.4.7 Criseno 1.4.8 Fluoranteno




1.4.9 Indenopireno 1.4.10 Pireno

1.5 Objetivos

151 Obijetivo Principal

Conocer la factibilidad de degradacion, mediante un consorcio bacteriano, de diez
hidrocarburos polinucleoarométicos seleccionados de la lista de contaminantes
prioritarios.

152 Objetivos Particulares

— Adecuar un método de andlisis quimico para la deteccion y cuantificacion de

HPAs por cromatografia de gases/espectrometria de masas.

— Conocer la factibilidad de degradacion de los HPAs con el consorcio bacteriano

elegido en condiciones de temperatura ambiente.

— Determinar las cinéticas de degradacién del sustrato por accién microbiana sobre
los HPAs.

— Estudiar el efecto de la concentracion de ciertos HPAs sobre su biodegradacion.



— Analizar las caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y de toxicidad de los
HPAs y encontrar la relacion entre estructura de los HPAs y su
biodegradabilidad.

1.6 Antecedentes

En 1994 Nielsen y Christensen probaron la biodegradacion aerobia de diferentes
compuestos aromaticos, entre ellos el naftaleno, tanto en agua como en sedimento. Los
resultados mostraron degradacion biolégica, aunque no muy reproducible para el caso

del naftaleno (Nielsen y Christensen, 1994).

En 1995 Bouchez aisl6 Pseudomonas y Rhodococcus de sitios industriales
contaminados con brea y hulla, y con naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno y pireno y elucidé el mecanismo bacteriano. Los sustratos mayormente
disueltos en la fase acuosa mostraron mayor degradacion. También caracterizé una
serie de interacciones entre los sustratos involucrando cometabolismo, inhibicion

especifica 'y en el caso de los mas solubles la toxicidad.

En 1996 Johnsen realiz6 la caracterizacion de 41 biovariedades de Pseudomonas
fluorescens que degradan fenantreno, aisladas de un sitio contaminado de gasificacion
de antracita. Las muestras de suelo fueron suspendidas en solucion buffer de fosfatos.
El sobrenadante fue incubado por 4 dias a 20° C con el medio selectivo Gould's S1
para Pseudomonas. El cultivo fue transferido a cajas preparadas con 750 pl de
fenantreno al 0.5 % (aproximadamente 250 mg/L referido al medio) e incubadas a 30° C
por diez dias. Aisl6o las bacterias de acuerdo a la degradaciéon del fenantreno
presentada por decoloracion del medio. Aislo cerca de 522 colonias de las cuales 53

fueron capaces de degradar fenantreno (Johnsen, 1996).

En otro estudio realizado también con naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno y pireno y en cultivos con Rhodococcus y Pseudomonas, Bouchez et al en

1996, determinaron los HPAs degradados a didxido de carbono, biomasa y metabolitos



hidrosolubles, monitorearon la cinética de consumo de oxigeno y metabolitos
hidrosolubles con equipo respirométrico. Los HPAs presentaron alta mineralizacion (56-
77 % de carbdn) y produccién estimada de biomasa (16-35 % de carbdn). La

mineralizacién fue mayor y la biomasa menor en el caso de los HPAs pesados.

En 1996 Andersson y Henrisson probaron la degradacion en suelo del antraceno,
benzo(a)antraceno y dibenzoantraceno (HPAs de tres, cuatro y cinco anillos
respectivamente) comparando la degradacion ejercida de cinco hongos de pudricion
blanca con la de microflora nativa. El suelo que utilizaron lo formaba el 94 % de arena, 2
% de materia organica (suelo estéril y natural). Con todas las especies hubo
degradacion, para el antraceno y benzoantraceno obtuvieron degradaciones > 90 %,
para el dibenzoantraceno del 31 % en un periodo de 65 dias. En el suelo esterilizado no
encontraron reducciones de las concentraciones de los HPAs. El analisis

cromatogréafico no mostré mineralizacién de los HPAs, sélo rupturas parciales.

En 1996, Stutton et al 1996 probaron un consorcio compuesto por cinco especies de
bacterias Gram (-) aisladas de un suelo contaminado con carbodn, aclimatandolo con
HPAs para la degradacion de 4-metilquinolina y compuestos relacionados,
pertenecientes a la subclase de HPAs, en condiciones aerobias. Realizaron las pruebas
de biodegradacion utilizando 100 mg/L de la 4-metilquinolina a 28° C por cinco dias, la
cuantificacion la realiz6 por Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Durante el proceso detect6 la presencia de un primer metabolito y con su desaparicion,
la aparicion de un segundo metabolito. La biodegradacion se vio favorecida con el

tratamiento por el consorcio y no con las especies individuales.

Valladares et al., en 1997, estudiaron la degradacion de petroleo refinado en medio
acuoso, estableciendo a los HPAs como compuestos recalcitrantes altamente toxicos y
la biodegradacion como su mecanismo de remocion natural. ElI consorcio microbiano I,
lo aislaron de composta natural de Agaricus bisporus (constituida principalmente por
material lignocelulésico) conteniendo 5 % de petréleo. El consorcio Il, lo obtuvieron a

partir de un suelo contaminado con gasolina. Los estudios de biodegradabilidad se



realizaron en matraces de 500 ml utilizando 200 ml de medio mineral modificado, las
condiciones experimentales para el consorcio | fueron 10 % de in6culo y 14 000 ppm
del petrdleo y para el consorcio Il de 7 000 ppm de gasolina. El pH fue de 6.9 con 15
dias de incubacién a 175 rpm. La determinacién de los hidrocarburos la realizaron por
diferencia de peso y por cromatografia de gases (CG). Los tipos de bacterias
encontradas fueron Gram (-), cocos y bacilos cortos. Realizaron cinéticas de
degradacion, observando crecimiento en 7 dias en el consorcio I, el consorcio Il requirié
un periodo de adaptacion. Al final de los experimentos el pH bajo una unidad en los dos
consorcios, el consorcio | presentd degradacion del 90 % y el consorcio Il del 79 %,
suponiendo mayor degradacion en el consorcio | debida a la existencia de cofactores

(compuestos con estructuras aromaticas complejas).

Gomez et al, en 1997, estudiaron la degradacion de benceno, tolueno y xileno por
diferentes cepas, TOL, 2C y P. fluorescens, el xileno no fue degradado en forma
independiente sino cuando se encontraba en presencia de los otros compuestos. Las

concentraciones probadas de los compuestos fueron 5-50 mg/gramo (5000-50000

ppm).

Torres et al, en 1997b, estudiaron la biodegradacién de mono-, di-, tri-, tetra- y
pentaclorofenol (contaminantes en efluentes de industrias del papel, petroleo,
petroquimica y plasticos sintéticos) con de degradacion probadas a 200-600 mg/L

(hasta una semana) no asi para 800 mg/L (hasta dos semanas).

Un estudio de degradacion por Pseudomonas fluorescens de cuatro plaguicidas entre
ellos dos HPAs clorados (aldrin y dieldrin) mostraron excelentes porcentajes de

remocién en soluciones de 10 mg/L compuesto en fase aerobia (Bandala et al, 1997).
En 1998 Richardson y Alvarez-Cohen 1998, probaron bacterias mesofilicas (15-35 °C) y

bacterias termofilicas (45-55 °C) para la remocion de HPAs, obteniendo mejores

resultados con estas Ultimas.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Procesos de sistemas bioldgicos

Los procesos de sistemas biolégicos se utilizan para la remocién de contaminantes
organicos disueltos o coloidales de las aguas residuales a través de la biodegradacion
debida a microorganismos, bacterias, protozoarios, rotiferos, hongos y algas para
transformar la materia organica, que sufre diferentes reacciones de biotransformacion.

Estos procesos son muy eficientes.

Inicialmente los sistemas bioldgicos fueron utilizados exclusivamente para remover
materia organica contenida en agua residual o para la estabilizacion de lodos
residuales, practicando sOlo algunas pruebas de laboratorio, tales como la
determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), la demanda quimica de

oxigeno (DQO) y los sélidos suspendidos (SS).

En los procesos de sistemas bioldgicos, los compuestos organicos contaminantes son
transformados de estructuras quimicas complejas a estructuras quimicas mas simples,
si la transformacién es completa, sus productos finales son didxido de carbono y agua
(CO, y H,O respectivamente) aunque por contener materia organica también se

obtienen amoniaco (NHz), metano (CH,4) y material sedimentable (biomasa).

En estos sistemas bioldgicos se utilizan reactores con el fin de incrementar la velocidad
de transformacion de la materia organica, siendo muy importante la dinamica de la
poblacion bacteriana, la cual depende de varios factores como el pH, la temperatura, la
disponibilidad y concentracion de macronutrientes y micronutrientes, la presion
osmotica, el tipo y concentracidon del sustrato, los aceptores de hidrogeno, las
toxicidades del medio, sustratos y productos intermedios, el nivel y el tipo de mezclado

principalmente.

Los sistemas biolégicos pueden ser aerobios, anaerobios o combinados, dependiendo
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de la presencia, ausencia o presencia/ausencia de oxigeno respectivamente. En los
procesos aerobios los microorganismos aceptan electrones del oxigeno para realizar su
respiracion. El oxigeno molecular también es requerido como cosustrato en la
biotransformacién de una amplia variedad de compuestos quimicos organicos

incluyendo a los HPAs.

Existen procesos donde los microorganismos se encuentran suspendidos o fijos. Los
primeros son sistemas de lodos activados, ya sean convencionales y sus variantes, en
lagunas aereadas o de estabilizacion y en diferentes tipos de digestores anaerobios.

Los segundos son sistemas de pelicula fija como los biofiltros y los biodiscos.

Debido al conocimiento acerca de la toxicidad de muchos compuestos organicos
complejos en aguas residuales, se han incrementado tecnologias para degradarlos o
transformarlos, desarrolldndose numerosas ramas de estudio, como el andlisis
detallado del comportamiento, la capacidad y cinética de degradacion-transformacion
de compuestos especificos y de los procesos involucrados, las pruebas para identificar
los efectos de inhibicion, los procesos de adaptacion de microorganismos, las
actividades metabdlicas y genéticas de las diferentes especies de microorganismos y su
interaccion en la comunidad microbiana que llevan a cabo el proceso de degradacién-

transformacion.

2.2  Transformacion de compuestos orgénicos

La mineralizacion es la conversion completa de un compuesto organico a los productos

finales de dioxido de carbono y agua.

Un compuesto es biodegradable cuando por la accién de los microorganismos puede
ser convertido a otro compuesto. No siempre la biodegradacién de un compuesto es
completa, simplemente es biotransformado a otro u otros compuestos llamados

metabolitos intermedios.
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La remocion de algunos compuestos también puede deberse a fendmenos de
adsorcion en la biomasa o bioadsorcion. La persistencia de compuestos biodegradables
puede deberse a la ausencia de condiciones y factores favorables que permitan su

biodegradacion.

Los compuestos organicos que no pueden ser transformados bajo ningun factor natural
abidtico se les conoce como compuestos refractarios o recalcitrantes. Los HPAs se
consideran compuestos recalcitrantes junto con muchos otros compuestos, como los
plaguicidas; Sin embargo, existen microorganismos que son capaces de transformar un
gran numero de compuestos refractarios o recalcitrantes, con la intervencion de factores
que favorecen su biotransformacion; En su gran mayoria, los compuestos organicos
recalcitrantes solo son transformados a metabolitos intermediarios y a su vez ser

utilizados por otras especies microbianas.

Muchos compuestos organicos son toxicos para las bacterias, inclusive algunos de los
metabolitos intermedios pueden llegar a presentar mayor toxicidad que los compuestos
organicos iniciales, si la toxicidad de estos metabolitos intermedios llega a ser tal que

detenga el proceso de biodegradacion, se les clasifican como bioinhibidores.

Los compuestos organicos hidrosolubles son mas facilmente biotransformados que los
que no lo son, debido a que pueden atravesar la membrana celular por simples
fendmenos de transporte y como consecuencia son mas rapidamente degradados en el
interior de las células. Los compuestos con enlaces quimicos dobles o triples (enlaces
M) se degradan mas facilmente que los compuestos con enlaces simples (enlaces 0O)
debido a que por ser de mayor energia son mas reactivos. Los compuestos organicos
tales como alcoholes, aldehidos, acidos carboxilicos, amidas y aminoacidos son mas
biodegradables debido a sus propios grupos funcionales que presentan mayor
reactividad que los correspondientes alcanos, alquenos, cetonas, acidos dicarboxilicos,

aminas y cloroalcanos.
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2.3 Biodegradacion

2.3.1 Biodegradacién bacteriana

El proceso por el cual los microorganismos crecen y obtienen su energia es complejo.
Primero se requiere que los nutrientes que existen en un medio sean absorbidos
intracelularmente, esto se realiza por medio de diferentes mecanismos, una vez dentro
de la célula, los nutrientes van siendo transformados a través de muy diversas
reacciones bioquimicas y en muy diferentes rutas o vias metabdlicas, en las cuales
intervienen un sinnimero de enzimas especificas; asi, los nutrientes son transformados
a un gran numero de especificos metabolitos intermedios sirviendo a los

microorganismos para elaborar su material celular y para su desarrollo.

Cuando la materia organica es mas compleja, ciertos microorganismos pueden
producir exoenzimas que hidrolizan los compuestos organicos, permitiendo su
absorcion dentro de las células y utilizarla en la sintesis celular, debido a que dichos
microorganismos necesita producir tales exoenzimas, requieren de mayor tiempo para
gue la materia organica sea biodegradada.

Las enzimas tienen un alto poder catalitico para convertir el sustrato en productos
finales. Una sola molécula de enzima puede convertir muchas moléculas de sustrato

por minuto en productos finales.

La biodegradacién es una funcién de los microorganismos para transformar moléculas
complejas a moléculas méas sencillas y asi poder utilizarlas en su desarrollo y como
fuente de energia (Zilinskas, 1997; Torres et al.,, 1997a; y Trejo y Quintero, 1997).
Cuando el medio es aerobio, los microorganismos degradan la materia organica
produciendo diéxido de carbono, agua y energia. Esta energia es utilizada por el
microorganismo para su crecimiento, reproduccion, movilidad y respiracion (Torres et
al., 1997a).
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Las enzimas son proteinas que pueden plegarse sobre si mismas presentando
conformaciones espaciales, llamadas estructuras terciarias o cuaternarias de las
proteinas. Es debido a dicha conformacion espacial y a la presencia de ciertos

cofactores que las reacciones que se llevan a cabo.

Si la conformacién espacial de las enzimas se ve modificada por la presencia de otras
sustancias quimicas, se inhiben sus funciones originando la acumulaciéon de uno o

varios de los metabolitos intermedios.

Una raz6n muy importante por la que las bacterias son eficientes en la biodegradacion
es debido a que poseen estos sistemas enzimaticos, capaces de oxidar compuestos
inertes bioquimicamente, como los alcanos y los anillos saturados e insaturados que no

presentan reacciones de hidrogenacion.

Existen algunos problemas en los procesos de biodegradacion, cuando se han aplicado
diversas cepas para el tratamiento de contaminantes, la existencia de sustratos
concomitantes que son mucho mas atractivos para los microorganismos especializados
qgue el compuesto a degradar, cuando el sustrato no esta disponible permanentemente

y Su concentracion varia y cuando existen microorganismos depredadores.

La tasa de biodegradacién que sufren los compuestos xenobidticos depende del tipo y
namero de organismos biodegradadores presentes; de las caracteristicas,
concentracion y biodisponibilidad del contaminante; de la presencia y biodisponibilidad
de los nutrientes y micronutrientes en el medio; de los aceptores de hidrogeno y la
presion osmotica, de otros factores como la toxicidad del medio y los productos
intermedios, ademas del nivel y tipo de mezclado. Existe suficiente informacion acerca
de los derivados dihidroxilados que se forman en la biodegradacién de los compuestos

aromaticos antes del rompimiento del anillo (Torres et al., 1997).
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2.3.2 Biodegradacion de compuestos orgénicos recalcitrantes

Para favorecer la biodegradacién de los compuestos organicos recalcitrantes, que no
pueden ser transformados bajo ninguna circunstancia ambiental, se han realizado
estudios de biodegradacion de contaminantes especificos modificando diferentes

factores y cofactores:

e El uso de tensoactivos, que favorecen la solubilidad de los compuestos
recalcitrantes, sobre todo cuando presentan caracteristicas hidrofébicas
(Chavez et al., IMP, 1997). Se ha estudiado el aumento de la biodisponibilidad
y biodegradacion de naftaleno en suelo contaminado mediante el uso de un

surfactante no-iénico (Ramirez y Gutiérrez, 1997)

e Por otro lado se han estudiado las cinéticas de degradacion de ciertos HPAs
por microorganismos especificos en suelo contaminado, utilizando aditivos
como cafeina para incrementar su biodisponibilidad (Grimmer, 1995) y se han
introducido cultivos microbianos degradadores para estimular su degradacion,
en suelo (Mahro et al., 1996).

Se han modificado factores comunes de temperatura, pH, volumen de trabajo,
modificando concentraciones de los nutrientes N y P y utilizando consorcios nativos y

también bacterias exdgenas (Trejo y Quintero, 1997).

Se ha variado el numero de Reynolds para la mejor degradacion de hidrocarburos del

petréleo. (Aguilera-Vazquez, 1997).
Se ha practicado la biodegradacién de ciertos HPAs y otros compuestos recalcitrantes a

diferentes concentraciones, en suelo y mezcla de suelo-composta. (Kastner y Mahro,
1996; Eitzer, 1996).
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Se ha ensayado la biodegradacion de ciertos HPAs por microorganismos especificos,
elucidando metabolitos (Schneider, 1996) y se ha estudiado en campo la habilidad del
hongo degradador de lignina Phanerochaete sordida para la biodegradacion de

creosota, PCP y HPASs, en suelos contaminados (Kirk et al, 1995).

Ademéas de estudiar la biodegradabilidad de compuestos especificos, se han
desarrollado también estudios de identificacion de los microorganismos que constituyen
la biocomunidad en los sistemas de tratamiento biologico de aguas residuales, sus
interacciones y capacidad de biodegradacion, existiendo un basto campo de estudio
para conocer especies bien determinadas de microorganismos biodegradados de
compuestos organicos recalcitrantes; cabe sefalar que el porcentaje de

microorganismos biodegradadores que han sido identificados es muy bajo.

2.4 Los microorganismos

Los microorganismos estan constituidos por:

e La pared celular. Es una membrana flexible o rigida.

e Flagelos o cilios. Son apéndices de apariencia capilar y dan movilidad a las
células.

e El citoplasma. Es una suspension coloidal de nutrientes, proteinas, carbohidratos
y otros compuestos organicos complejos, contienen también otros metabolitos.

e Elndcleo celular. Es rico en acidos nucleicos (ADN o ARN) que contienen toda la
informacion genética necesaria para su reproduccion y elaboracion de todos sus
componentes celulares. Algunas veces los microorganismos no presentan una
membrana celular bien definida pero el material genético se encuentra proximo
entre si y aglutinado.

e Diferentes organelos para completar sus funciones metabdlicas.
Para su desarrollo, los microorganismos requieren de al menos una fuente de carbono

para la sintesis de su material celular, de energia, de macronutrientes como nitrégeno,

fosforo y potasio, y de ciertos micronutrientes vitales para la sintesis celular, como
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azufre, calcio y magnesio, entre otros. De acuerdo a la fuente de carbono que utilizan
pueden ser autétrofos o heterotrofos; son microorganismos autotrofos si utilizan dioxido
de carbono (carbono inorganico) para su desarrollo y son microorganismos heterétrofos

si utilizan carbono organico.

Ya que los microorganismos también requieren de energia para su desarrollo, los
autotrofos obtienen esa energia a partir del sol, como en la fotosintesis, mientras que
los microorganismos heterotrofos obtienen su energia a través de sus diferentes
reacciones metabdlicas como las de oOxido-reduccidon. Si la energia utilizada por los
microorganismos es solar se clasifican como autétrofos fotosintéticos; si la energia es
proporcionada por reacciones como la oxido-reduccion se les conoce como autoétrofos
quimiosintéticos. Los heterétrofos reciben la energia requerida para la sintesis celular

de la oxidacion o fermentacion de la materia organica.

24.1 Crecimiento bacteriano

Crecimiento microbiano es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo del
tiempo. No se refiere al crecimiento de un Gnico microorganismo o su ciclo celular, sino

al aumento de la poblacion bacteriana.

Ciclo celular es el proceso de desarrollo de una bacteria considerada de forma aislada.
A lo largo del ciclo celular, tiene lugar la replicacion del material genético de la bacteria,
la sintesis de sus componentes celulares, el crecimiento para alcanzar un tamafio
mayor al inicial y su divisién por biparticion de la bacteria para dar lugar a dos células

hijas.

El crecimiento de una poblacién resulta de la suma de los ciclos celulares de todos sus
individuos. Cada individuo se encuentra en un punto diferente del ciclo celular. Por
consiguiente, en un momento determinado en una poblacion se encuentran células que
acaban de dividirse, otras que estan replicando su ADN y elongandose, otras que estan

iniciando la divisiéon celular, etc.
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Las bacterias crecen siguiendo una progresion geomeétrica en la que el numero de
individuos se multiplica al cabo de un tiempo determinado llamado tiempo de

generacion.

Si la bacteria crece en un medio liquido, las células reproducidas continlan su vida
independientemente, en la mayoria de los casos forman una suspension de células

libres.

Si la célula es aislada y comienza a crecer sobre un substrato sélido, el resultado del

crecimiento al cabo del tiempo es una colonia.

Se llama unidad formadora de colonia (UFC) a una célula viva y aislada en un sustrato,
que se encuentra en la superficie 0 suspendida dentro de un medio semisélido, que
bajo condiciones ambientales adecuadas produce una colonia del orden de decenas de

millones de células descendientes en un lapso de tiempo determinado.

Una UFC puede corresponder a mas de un tipo de célula cuando éstas forman parte de
grupos unidos fuertemente (estreptococos o diplococos, por ejemplo) ya que cada

grupo formara una sola colonia.

Desde el punto de vista microbiolégico, un microorganismo muere cuando pierde de
forma irreversible la capacidad de dividirse. El fundamento de esta definicion es que si
un microorganismo ha perdido la capacidad de dividirse no podra formar una colonia
sobre un medio de cultivo y no sera posible detectar su presencia por los métodos

microbioldgicos tradicionales.

Es decir, cuando no se produce aumento en el numero de microorganismos no hay
crecimiento. Sin embargo, un microorganismo puede estar muerto desde el punto de
vista microbioldgico y continuar desarrollando una actividad metabdlica que se traduzca,

por ejemplo, en liberacién de toxinas.
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Por otra parte, hay que considerar que la capacidad de multiplicacion (crecimiento) de
un microorganismo puede verse transitoriamente afectada por lesiones o por las
condiciones fisicas o quimicas del entorno. En estos casos, podriamos considerar como
muertos a microorganismos que pueden reanudar su crecimiento si las condiciones son

de nuevo favorables.

Medida de la masa celular. El sistema se basa en que las células en suspension
dispersan la luz causando la turbidez del cultivo. La turbidez depende de la masa en
suspension y, por tanto, midiendo esta se puede estimar aquella. Este es el parametro

de medida mas facil de usar en los cultivos de laboratorio.

En un cultivo bacteriano en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro fases en la

evolucién de los parametros que miden el crecimiento microbiano (Fig. 1):

e Fase lag o de adaptacidon. Durante la que los microorganismos adaptan su

metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (de abundancia de

nutrientes) para poder iniciar el crecimiento exponencial o logaritmico.

e Fase exponencial o logaritmica. En ella la velocidad de crecimiento es maxima y

el tiempo de generacién es minimo. Durante esta fase las bacterias consumen
los nutrientes del medio a velocidad maxima. Esta fase corresponde a la de

multiplicacién o crecimiento bacteriano, N corresponde al nimero de bacterias.

e Fase estacionaria. En esta fase no se incrementa el nimero de bacterias (ni la

masa u otros parametros del cultivo) las células desarrollan un metabolismo
diferente al de la fase de exponencial y durante ella se produce una acumulacion

y liberacion de metabolitos secundarios.
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Figura 1. Fases del crecimiento bacteriano

Los microorganismos entran en fase estacionaria bien porque se agota algin nutriente
esencial del medio, porque los productos de desecho que han liberado durante la fase
de crecimiento exponencial hacen que el medio sea inhospito para el crecimiento
microbiano o bien por la presencia de competidores u otras células que limiten su

crecimiento.

La fase estacionaria tiene gran importancia porque probablemente represente con
mayor fidelidad el estado metabdlico real de los microorganismos en muchos ambientes

naturales.

Fase de muerte. Se produce una reduccion del numero de bacterias viables del cultivo.

Las fases, parametros y cinética de crecimiento discutidas para el caso de los medios
liquidos se presentan también en los sélidos. La cinética de crecimiento, en este caso,
s6lo se puede seguir utilizando unos sistemas de deteccion especiales siendo el mas
sencillo, la medida del nimero de células viables por unidad de superficie o por unidad

de masa.
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2.4.2 Reacciones enzimaticas

Las enzimas actian como catalizadores para que se lleven a cabo reacciones
determinadas, la reaccibn de una enzima determinada forma parte de una via
metabdlica y una via metabdlica es un sinnimero de reacciones enzimaticas. En cada
reaccion, la enzima forma un compuesto complejo con el sustrato transformandolo en
un metabolito intermedio y entonces lo libera quedando la enzima disponible para seguir
reaccionando con mas sustrato, el metabolito intermedio en el que fue transformado el
sustrato puede reaccionar con otra enzima (diferente a la anterior) que a su vez lo
transforma en otro metabolito intermedio diferente. De hecho, puede formarse una

secuencia de complejos y productos antes de llegar al producto final.

Las enzimas tienen un alto grado de especificidad respecto al sustrato, la célula debe

producir una enzima especifica para cada sustrato que utiliza.

Una reaccion enzimatica puede representarse por la siguiente ecuacion:

B + S — BEE — @ + B e 1)
complejo metabolito enzima
enzima + sustrato = enzima-sustrato = intermedio o + recuperada

producto final

La actividad de las enzimas varia de acuerdo al pH, la temperatura y otros factores
como la concentracion del sustrato, teniendo un pH y temperatura éptimos en la que
presentan mayor reactividad. Las enzimas requieren de mucho menor energia en la
formacion de metabolitos intermedios y productos en comparacioén con la energia que
liberan los productos cuando son utilizados para que la célula realice sus funciones;
como en caso de la formacion del adenosin trifosfato (ATP) que al liberar un radical
fosfato y transformandose adenosin difosfato (ADP) desprende una gran cantidad de
energia que es utilizada para que la célula realice sus funciones de movilidad o sintesis,
mientras que para la recreacion de una nueva molécula de ATP a partir de la molécula
de ADP y un radical fosfato requiere de mucho menor energia por ser una reaccion del

tipo enzima-sustrato.

22



Las reacciones bioquimicas son muy complejas, en general existen dos tipos de
reacciones: las de sintesis que requieren de poca energia cuando se forman
metabolitos (reacciones anabdlicas) y las que liberan o producen gran cantidad de

energia cuando los metabolitos son destruidos (reacciones catabdlicas).

2.5 Bioquimica de los procesos de tratamiento biolégico

A diferencia de los cuerpos de agua, donde los microorganismos se desarrollan
naturalmente, en los procesos de tratamiento biolégico los microorganismos se
desarrollan bajo condiciones controladas. Con base en su metabolismo los

microorganismos se dividen en tres clases: aerobios, anaerobios y facultativos.

Los microorganismos aerobios se desarrollan en presencia de oxigeno y los anaerobios
en ausencia del mismo, mientras que los facultativos tienen la capacidad de

desarrollarse en ambos medios.

Debido a las diferentes condiciones, los sistemas de tratamiento presentan entres si
diferentes caracteristicas microbiolégicas, asi como en sus aplicaciones, su ingenieria y
su control. La materia organica es utilizada por los microorganismos y transformada en

diferentes productos dependiendo del metabolismo aerobio o anaerobio de la célula.
Los microorganismos anaerobios utilizan alrededor del 10 % de la energia contenida en
el sustrato para su reproduccion y el 90 % restante lo utilizan para la evolucién de gas
metano, mientras que los microorganismos aerobios utilizan del 60 al 65 % de la
energia del sustrato en la formacion de nuevas células y el resto es disipado en forma
de calor.

2.6  Cinética del crecimiento bacteriano

Se le llama cinética del crecimiento bacteriano a la velocidad con la que una poblacion
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microbiana crece, y depende de las caracteristicas de los nutrientes presentes y sus

concentraciones.

En los sistemas de tratamiento biolégico mixto, cada microorganismo tiene su propia

curva de crecimiento.

La etapa y la forma de las curvas de crecimiento en el sistema dependen de la
naturaleza y disponibilidad de los nutrientes, asi como de los factores ambientales, el
control de estos, incluyendo el suministro adecuado de nutrientes, asegura que los

microorganismos tengan condiciones favorables para desarrollarse.

Para asegurar un buen funcionamiento de un sistema biolégico continuo se requiere
controlar todos los factores y que los microorganismos permanezcan el tiempo
necesario en el sistema para su reproduccion. La descomposicion de la materia
organica se puede controlar una vez conociendo la tasa de crecimiento de los

microorganismos.

2.7 Técnicas de laboratorio

Las principales matrices en las que se han estudiado los HPAs son suelos, sedimentos,
agua y peces. También existen estudios de hidrocarburos en aire, aunque en menor

proporcion debido a que no han recibido la importancia debida.

La recoleccion de muestras es un paso muy importante, se debe asegurar que el
hidrocarburo de interés debe permanecer en la muestra hasta su extraccion y posterior
analisis, el muestreo se realiza utilizando botellas de vidrio limpias, lavadas y libres de
cualquier posible contaminacién por hidrocarburos, las muestras deben ser refrigeradas
y almacenadas en la oscuridad. Si la muestra no es extraida inmediatamente, se debe

afiadir un preservativo, para prevenir proliferaciones bacterianas.
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La metodologia para analizar HPAs se divide en dos etapas, la primera incluye la
extraccion o separacion de los HPAs de la matriz ambiental en la que se encuentran,
bien puede ser extraccion liquido-liquido, en el que los HPAs son transportados a un
medio liquido de baja polaridad quimica, o bien puede ser por extraccion liquido-sélido,
donde la muestra es filtrada utilizando peliculas o filtros que retienen los HPAs,
entonces son transportados en refrigeracion y protegidos de la luz al laboratorio.
Posteriormente el hidrocarburo es recuperado de la pelicula o filtro con diferentes tipos
de disolventes organicos. La segunda etapa incluye la determinacion del HPA
especifico y su cuantificacion por cromatografia de gases o de liquidos, acoplada a

diversos detectores especificos altamente confiables.

El andlisis de hidrocarburos en sedimentos considera almacenar las muestras a
temperaturas muy bajas (-20°C) en la oscuridad (Schumacher, B.A. y J.H. Zimmerman,
2004). La extraccion en sedimentos se realiza con disolventes apropiados en un bafio
ultrasénico o se realiza utilizando un equipo Soxhlet también con disolventes

apropiados por periodos hasta de 72 horas, con recambio diario de disolvente.

El aislamiento de hidrocarburos desde diferentes lipidos, provenientes de tejidos
animales, se realiza por la separacién por cromatografia de columnas adsorbentes o
cromatografia de capas fina. Para columnas cromatograficas, se utiliza silica gel con
una cama de alimina. La elusion con un disolvente polar y no polar, permiten el
aislamiento de varias fracciones saturadas, insaturadas, hidrocarburos aromaticos y
componentes polares (metil-ésteres, alcoholes, acidos, fenoles y compuestos
heterociclicos). La interferencia de ésteres encontrados en el aislamiento de
hidrocarburos arométicos se puede evitar, con la separacion previa por saponificacion

de los ésteres de acidos grasos, los que son removidos facilmente.

El analisis del compuesto por cromatografia de gases se realiza inyectando con una
microjeringa directamente junto a un septum en un vaporizador en la columna. El
analisis puede ser realizado utilizando un capilar o un soporte de columnas lleno con

varios sustratos polares o apolares.
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La combinacion de cromatografia de gases y espectrometria de masas representan una
técnica analitica de gran velocidad, sensibilidad y gran seleccién durante la extraccion.
Actualmente, la U. S. EPA ofrece métodos de extraccién y analisis de hidrocarburos a
partir de diferentes matrices ambientales, considerando también el control de calidad

para asegurar los resultados analiticos.

La U. S. EPA establece la determinacién de la concentracion de los HPAs dentro del
gran grupo de compuestos organicos semivolatiles, método 8270C, en extractos
preparados a partir de todo tipo de matrices de residuos sélidos, suelos y agua
subterranea. Esta metodologia establece que para el andlisis de estos compuestos a
partir de muestras de agua, sean utilizadas grandes cantidades de muestra, desde uno
hasta varios litros. Para realizar el presente estudio, fue necesario adaptar dicha
metodologia para extraer los HPAs a partir de cantidades muy pequefias de muestra,
un mililitro, y fue necesario determinar las condiciones Optimas de trabajo, desde el
manejo de muestra y de materiales hasta el adecuado manejo de aparatos e
instrumentos de laboratorio, a fin de que los resultados a obtener fueran confiables,
analizar las premisas y llegar asi a conclusiones apropiadas, para conocer mas acerca
de la biotransformacion de estos compuestos, que son de gran importancia en el marco

de la contaminacién ambiental.
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3 METODOLOGIA

3.1 Experimentacion

La fase experimental se dividi6 en dos partes: La primera comprende el estudio del
comportamiento, crecimiento, del consorcio bacteriano seleccionado (ver 3.2.1) con
cada HPA (ver 3.2.2) realizando diez pruebas, cada una por duplicado para contar con
un minimo de resultados comparables (Boccafusco et al, 1981). En las diez pruebas, la
concentracion del HPA fue exactamente medida y cercana a 50 mg/L; posteriormente,
s6lo dos de los HPAs, el benzo(a)pireno y el dibenzo(a,h)antraceno, se ensayaron a
dos concentraciones mas cada uno, 25 y 5 mg/L, también desarrollandolas por
duplicado. La medicion de la biomasa en las pruebas se estim6 de forma indirecta al
determinar su densidad 6ptica.

La segunda parte comprendi6 la extraccion, deteccion y cuantificacion del compuesto
en estudio, remanente en el seno de las pruebas. Los ensayos para la implementacion
del método analitico fue realizada antes de efectuar las pruebas de degradacion, con el

fin de determinar de inmediato los compuestos de interés.

La primera fase de la experimentacion fue realizada en el Laboratorio de Bioprocesos
del Instituto de Ingenieria de la Universidad Nacional Autbnoma de México, la segunda
parte de la experimentacion se realizo en el Laboratorio de Cromatografia de Quimica
Analitica del Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua.

3.2 Materiales y reactivos

3.2.1 Consorcio bacteriano

En los experimentos se utiliz6 un consorcio bacteriano liofilizado llamado Polytox,

comercializado por Polybac Co. en Bethelehem, PA (Estados Unidos) y utilizado

principalmente para realizar pruebas rapidas de toxicidad biologica con diferentes fines.

27



El in6culo se prepar6 de acuerdo a las especificaciones del fabricante cuando es
utilizado en las pruebas rapidas de toxicidad, suspendiendo 1.6 g del material liofilizado
en 250 ml de agua de dilucion (ver punto 3.2.5) y se agité durante un minuto, entonces
se permiti®6 un minuto de sedimentacién y el sobrenadante estuvo listo para ser

utilizado.

3.2.2 Hidrocarburos polinucleoarométicos

La calidad de los HPAs probados fue material de referencia marca Chem Service con

certificado de andlisis.

Se prepararon soluciones stock de cada uno de los diez HPAs en dimetilsuféxido,

conteniendo aproximadamente 1,500 ppm del compuesto,

3.2.3 Reactivos

3.2.3.1 Grado analitico

a) Fosfato monobasico de potasio (KH;PO,)

b) Fosfato dibasico de potasio (K;HPO,)

c) Fosfato dibasico de sodio heptahidratado (Na;HPO4.7 H,0)
d) Cloruro de amonio (NH4CI)

e) Sulfato de magnesio heptahidratado (Mg>SO4. 7 H,0)
f) Cloruro de calcio (Ca,Cl)

g) Cloruro férrico hexahidratado (FeCls.6 H,0)

h) Sulfato de sodio anhidro granular (Na,SO,)

i) Dimetilsulfoxido, (CH3),SO

j) Agua destilada

k) Acido sulfarico 6 N
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3.2.3.2 Grado especial

a)

3.24

a)

b)

d)

3.25

Diclorometano (CH,Cl,) nanogrado

Disoluciones necesarias para el agua de dilucién

Disolucién buffer de fosfatos: Se disolvieron 8.5 g de KH,PO4, 21.75 K;HPO,,
33.4 g de Na;HPO,4.7 H,O y 1.7 g de NH4Cl en 500.0 ml de agua destilada.

Disolucién de sulfato de magnesio: Se disolvieron 22.5 g de Mg,S0,4.7 H,O en
1000.0 ml de agua destilada.

Disolucién de cloruro de calcio: Se disolvieron 27.5 g de Ca,Cl en 1000.0 ml de

agua destilada.

Disolucién de cloruro férrico: Se disolvieron 0.25 g de FeCls. 6 H,O en 1000.0 ml

de agua destilada.

Agua de dilucién

El agua de dilucion se burbujed inicialmente con aire durante 30 minutos afin de

saturarla de oxigeno, posteriormente se agregd 1.0 ml de cada una de las siguientes

disoluciones por litro de agua de dilucién: buffer de fosfatos, sulfato de magnesio,

cloruro de calcio y cloruro férrico.

3.2.6

Material de vidrio

Matraces erlenmeyer de 250 ml.

Embudos de separacion de 500 ml con tapon de vidrio y llave de teflon.

Embudos de filtracidn rapida.

Matraces de 250 ml de cuello esmerilado 24/40.
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Viales de vidrio de 4 ml con tapdn de rosca y septa de teflon.
Viales de vidrio de 2 ml con tapdn de rosca y septa de teflon.
Pipetas Pasteur de 8 pulgadas.

Pipetas graduadas de 5 ml.

Microjeringas de 10 pl.

Vasos de precipitados de 250.

Vasos de precipitados de 500 ml.

Tubos de ensaye de 150 X 200 mm con tapon de rosca.

3.2.7 Otros materiales

Soportes universales.

Tapones de algoddn.

Fibra de vidrio.

Micropipetas Drummond de 25, 50, 100 y 200 pl.
Cinta de papel adhesivo.

Papel aluminio.

3.3 Equipos

Agitador orbital Barnstead, velocidad variable de 16 plazas.

Espectrofotémetro de UV/VIS Spectronic modelo 20D de longitud de onda variable.

Refrigerador Forma Scientific.

Agitador multiplazas Burrel 75.

Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Series Il con inyector automatico HP7973

acoplado a espectrometro de masas HP 5971, equipado con columna capilar de silica

fundida al 5 % de fenilmetilsilicona de 0.2 p X 0.2 mm X 20 m .
Rotavapor Biichi PE121.

Bafio de vapor Bichi 461.

Recirculador a temperatura constante Lauda RM20.

Balanza analitica Sartorius AC210P.
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3.4 Experimentos

3.4.1 Tipos de experimentos

A) Blanco de células. Interaccion del consorcio bacteriano con los nutrientes

minerales, sin fuente alguna de carbono.

B) Blanco del compuesto. Interaccion del hidrocarburo poliaromatico con los

nutrientes minerales, sin presencia del inéculo.

03] Pruebas. Interacciéon del consorcio bacteriano, en presencia de nutrientes
minerales, con el hidrocarburo poliaromético en correspondiente, como Unica fuente de

carbono.

D) Biotransformacién del correspondiente hidrocarburo poliaromético debida al

consorcio y determinacion de su cinética de biodegradacion.

3.4.2 Preparacion de las pruebas

Las pruebas fueron llevadas a cabo en matraces erlenmeyer de 250 ml con tapén de
algodon, los cuales contenian 50 ml de mezcla total de reacciéon. En todos los casos los
matraces contenian el agua de dilucién que proveia de los nutrientes minerales (Tabla
1).

3.4.3 Preparacion del blanco de células

Al matraz se agregaron 45 ml de agua de dilucion y 5 ml del inéculo, de tal forma que

en el seno de la prueba no existi6 material alguno que pudiera ser utilizado por el

consorcio como fuente de carbono (Tabla 1).
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3.4.4 Preparacion del blanco del compuesto

Se agrego al matraz 40 ml aproximadamente de agua de dilucién, la cantidad necesaria
del HPA para obtener una concentracién aproximada de 50 mg/L al completar el

volumen a 50 ml con agua de dilucién. Este matraz no contenia inéculo (Tabla 1).

3.4.5 Preparacion del matraz: HPA-consorcio

Conteniendo el matraz 40 ml aproximadamente de agua de dilucién, se agregaron 5 ml
de indculo y la cantidad necesaria del HPA para obtener una concentracion aproximada
de 50 mg/L mas al completar el volumen a 50 ml con agua de dilucién; de esta forma el
matraz contiene el inéculo y al compuesto como fuente Unica de carbono en presencia
de nutrientes (Tabla 1). Este tipo se realizdé por duplicado (pruebas A y B) para poder

contar con un minimo de resultados comparables (Buccafusco et al, 1981).

Tabla 1. Conformacién de las prueba

Agua de In6culo Concentracion Volumen
Prueba diluciéon (ml) del compuesto de reaccion
(ml) (mg/L) (ml)
Blanco de células 45 5 0 50
Blanco del HPA 50 0 50 50
Prueba A 45 5 50 50
Prueba B 45 5 50 50

3.5 Condiciones de reaccion, seguimiento y toma de muestras

Los matraces se incubaron a 32 °C y se sometieron a agitacion orbital de 150 rpm
durante 144 horas.

Para la estimacion de la biomasa, se tom6 1.0 ml de la mezcla de reaccién al inicio y al

final de los experimentos para cada uno de los HPAs probados.
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Para determinar la concentracion de los HPAs se tomd 1.0 ml de la mezcla de reaccién
al tiempo 0, y después cada 24 horas hasta completar las 144, esto es a las 24, 48, 72,
96 y 144 horas.

3.6 Estimacion de la biomasa

La biomasa se estimo indirectamente al determinar la densidad 6ptica de la mezcla de
reaccion de cada uno de los HPAs: Se tom6 1.0 ml de la mezcla de reaccién y se diluyo
a 5.0 ml con agua destilada, se midié su absorbancia a 610 nm en espectrofotometro

UV/VIS al inicio y al final del experimento.

3.7 Determinacion de los HPAs

La identificacion y cuantificacion de los HPAs se realizd en dos etapas:

La etapa uno consistio en extraer el correspondiente HPA de la prueba de
biodegradacién, a través de extracciones liquido/liquido con diclorometano,
posteriormente el extracto organico se seco con sulfato de sodio anhidro y, la etapa dos
comprendié el analisis en un sistema de cromatografia de gases con columna capilar de
polaridad intermedia, acoplado a un espectrometro de masas como detector (GC-MSD

por sus siglas en inglés).

La principal modificacion de la metodologia utilizada en este estudio para la extraccion y
cuantificacion de los HPAs, con respecto a la establecida por la U. S. EPA para
muestras de agua, es el volumen de muestra. Mientras que la U. S. EPA sefiala uno o
mas litros de muestra, en este estudio se utiliz6 solamente un mililitro de muestra,
exigiendo que la manipulacion de la muestra fuera mas cuidadosa, ya que cualquier

pérdida de material es de suma importancia.
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3.7.1 Extraccion del HPA de la prueba de biodegradacion

La extraccion del correspondiente HPA se practicé de dos maneras:

A. Se tom6 1.0 ml de la mezcla de prueba y se coloc6 en un embudo de separacion, se
diluy6é a 250 ml con agua destilada, se adicioné acido sulfarico 6 N hasta obtener un pH
< 2, posteriormente se extrajo con tres porciones de diclorometano de 25 ml cada una,
las fases organicas se secaron haciéndolas pasar por una cama de sulfato de sodio
anhidro granular. El extracto seco se concentré en rotavapor a presion reducida a no
mas de 40 °C hasta llegar a un volumen aproximado de un mililitro. El extracto
concentrado se trasvaso cuantitativamente a un vial de 4 ml enjuagando el matraz de
destilacion con 1 ml de diclorometano por tres ocasiones. El extracto trasvasado
cuantitativamente se evaporé a 1 ml con corriente de nitrdgeno seco, obteniéndose de
esta forma el extracto del HPA correspondiente en diclorometano seco.

B. En un vial de 4 ml se coloc6 1.0 ml de la mezcla de prueba, se adicionaron dos gotas
de &cido sulfarico 6 N hasta obtener un pH < 2, se agreg6 1.0 ml de diclorometano y
se agitd mecanicamente durante 60 minutos, se dejaron separar las fases, la fase
organica (fase inferior) se trasvasé por medio de una pipeta pasteur a un vial de 2 ml al
que se adiciono sulfato de sodio anhidro granular para secarla, la fase organica seca se
trasvas6 a un segundo vial de 2 ml obteniéndose asi el extracto del HPA

correspondiente.

3.7.2 Andlisis de los HPAs

La deteccion y cuantificacion de los HPAs esta basada en el método 8270C de la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (U. S. EPA) para el analisis de

compuestos semivolétiles y fue modificado para satisfacer las necesidades analiticas
del estudio.
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3.7.2.1 Andlisis cromatografico

Se inyectd 1 pl del extracto de HPA al cromatdégrafo de gases equipado con una

columna capilar de silica fundida al 5 % de fenilmetilsilicona.

Las condiciones de operacién del cromatografo de gases se muestran en la tabla 2:

Tabla 2. Condiciones de operacion del cromatdgrafo de gases

Pardmetro Valor
Temperatura de inyeccion 290 °C
Temperatura inicial del horno 70°C
Tiempo inicial 0.5 min
Incremento de temperatura/l min 8°C
Temperatura final del horno 290 °C
Temperatura de la interfase 290 °C
Tiempo final a 290 °C 21 min

3.7.2.2 Analisis por espectrometria de masas

Una vez que el HPA es eluido de la columna cromatografica entra al espectrometro de
masas que cumple las veces de detector, el detector se activd en la modalidad

monitoreo selectivo de iones para identificar y cuantificar cada HPA estudiado.

Los iones monitoreados de los HPAs fueron los siguientes:

Tabla 3. lones monitoreados

Compuesto lon lones
prioritario secundarios
Antraceno 178 176, 179
Benzo(a)antraceno 228 229, 226
Benzo(a)pireno 252 253, 125
Benzo(g, h, i)perileno 276 138, 277
Benzo(k)fluoranteno 252 253, 125
Dibenzo(a, h)antraceno 278 139, 279
Criseno 228 226, 229
Fluoranteno 202 101, 203
Indenopireno 276 138, 227
Pireno 202 200, 203
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3.7.2.3 Andlisis cualitativo y cuantitativo de los HPAs

La confirmacién analitica de cada HPA se realizé considerando sus tiempos de elucion
y sus iones caracteristicos, para la cuantificacion de cada HPA se consider6 la
respectiva abundancia del ion prioritario y aplicandola en la regresion lineal para

obtener por interpolacion la concentracién de cada compuesto.

3.7.2.4 Curvas de calibracion

Se prepararon disoluciones estandar de cada uno de los HPAs en concentraciones de
100, 50, 25, 20, 10,5, 4, 2,1, 0.5, 0.4, 0.2y 0.1 ug/ml y se analizaron en el sistema GC-
MSD, se graficaron las correspondientes abundancias obtenidas contra las
concentraciones de las disoluciones preparadas, obteniéndose sus regresiones lineales.
Las regresiones lineales fueron utilizadas para determinar las concentraciones de los
HPAs. El coeficiente de correlacion de cada una de las regresiones lineales fue mayor a
0.9900.

Las curvas de calibracion se verificaron cada 10 inyecciones y en todos los casos el

coeficiente de correlacion permanecié mayor a 0.9900.

Aunque la U. S. EPA es un organismo mundialmente reconocido, que busca
continuamente meétodos mas adecuados y confiables para la determinacion de
compuestos toxicos en las diferentes matrices ambientales, no se encontrd, durante el
desarrollo del presente estudio, metodologia alguna que estableciera procedimientos
para la extraccion, deteccion y determinacion de los HPAs en este tipo de pruebas. Es
de suma importancia establecer y contar con métodos especificos, reproducibles y
confiables que favorezcan la deteccion y cuantificacion de los HPAs aplicables a este

tipo de pruebas.
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4 RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

Este capitulo muestra los resultados obtenidos de las pruebas de biodegradacién, tanto
el comportamiento del consorcio bacteriano con cada HPA, respecto al aumento de su
biomasa, como la remocion de cada HPA, por la accion del consorcio bacteriano
utilizado. También presenta la comparacion del crecimiento bacteriano del consorcio y

la remocién de cada HPA con las propiedades fisicoquimicas de estos ultimos.

4.1 Comportamiento del consorcio bacteriano con cada HPA a 50 ppm

El comportamiento, con respecto al crecimiento del consorcio bacteriano (ver 3.2.1)
frente a cada HPA de forma individual a 50 mg/L (ver 3.2.2) se estim¢ indirectamente

por medicién de la densidad Optica de las pruebas a 610 nm (ver capitulo 3).

Para determinar el incremento de la biomasa en los experimentos, se midieron las
densidades Opticas al inicio de cada reaccion, tiempo 0, y al final de éstas, a las 144

horas.

Las pruebas realizadas fueron: 1. Blanco de células, 2. Blanco del compuesto, y 3. Las
pruebas por duplicado de cada hidrocarburo polinucleoaromético, cabe sefalar que los

tres tipos de reacciones contenian nutrientes minerales.
El comportamiento del consorcio bacteriano frente a 50 mg/L del HPA, se muestra en

las graficas desde la 4.1.a hasta la 4.1.j. Los resultados numéricos de todas las pruebas
se encuentran en el Anexo A.
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Gréfica 4.1.a Comportamiento bacteriano frente al antraceno a 50 mg/L
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Gréfica 4.1.b Comportamiento bacteriano frente al benzo(a)antraceno a 50 mg/L
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Gréfica 4.1.c Comportamiento bacteriano frente al benzo(a)pireno a 50 mg/L
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Grafica 4.1.d Comportamiento bacteriano frente al benzo(g,h,i)perileno
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Grafica 4.1.e  Comportamiento bacteriano frente al benzo(k)fluoranteno a 50 mg/L
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Gréfica 4.1.f Comportamiento bacteriano frente al Dibenzo(a,h)antraceno a 50 mg/L
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Gréafica 4.1.g Comportamiento bacteriano frente al criseno a 50 mg/L
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Gréfica 4.1.h  Comportamiento bacteriano frente al fluoranteno a 50 mg/L
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Gréafica 4.1.i Comportamiento bacteriano frente al Indenopireno a 50 mg/L
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Gréafica4.1.) Comportamiento bacteriano frente al pireno a 50 mg/L
4.1.1 Crecimiento bacteriano con cada HPA a 50 mg/L
La comparacién del crecimiento bacteriano frente a cada uno de los diez HPAs

estudiados, a 50 mg/L, se muestra en la grafica 4.1.2, de acuerdo a la absorbancia

medida en las reacciones.
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Gréafica 4.1.1 Comparacion del crecimiento bacteriano de los 10 HPAs

En la gréfica 4.1.1 observamos que el crecimiento bacteriano es alto con el
benzo(a)antraceno y el benzo(a)pireno, mediano con el benzo(k)fluoranteno,
dibenzo(a,h) antraceno y criseno, y mas bajo con el benzo(g,h,i)perileno, mientras que

es practicamente nulo frente al antraceno, indenopireno y pireno.

Para reafirmar la interpretacion anterior del crecimiento bacteriano frente a cada HPA,
se desarroll6 la escala gréfica arbitraria mostrada en la tabla 5 para representar la

magnitud del gradiente de la densidad oOptica, en unidades de absorbancia, obtenido en

las pruebas.
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4.1.2 Resultados del crecimiento bacteriano

Las caracteristicas fisicas que presentan las mezclas al final de las reacciones son muy
importantes; cuando la mezcla muestra opacidad distribuida homogéneamente debido a
ciertos solidos suspendidos, podria indicar la existencia de crecimiento bacteriano, en
cambio, cuando la mezcla de reaccidén presenta un precipitado, pudiera deberse a que
de haberse volatilizado el dimetilsulfoxido, disolvente utilizado para solubilizar el
correspondiente HPA en la solucion stock, dicho HPA podria haberse precipitado, o
bien, que no hubo interaccion entre el HPA y el consorcio bacteriano, siendo nula la

degradacion del HPA debida al consorcio.

A continuacion en la tabla 4, se reportan las caracteristicas fisicas presentadas al final

de las reacciones.

Tabla 4. Caracteristicas fisicas al final de las reacciones
. CRECIMIENTO

COMPUESTO CARACTERISTICAS FINALES BACTERIANO
Antraceno Solucién transparente, escaso precipitado Nulo
Benzo(a)antraceno Solucién transparente, precipitado Nulo
Benzo(a)pireno Liquido ligeramente opaco con material suspendido Positivo
Benzo(g,h,i)perileno Liquido ligeramente opaco con material suspendido Positivo
Benzo(k)fluoranteno Liquido ligeramente opaco con material suspendido Positivo
Criseno Solucién practicamente transparente Nulo
Dibenzo(a,h)antracen Liquido con material suspendido Positivo
0
Fluoranteno Liquido con material suspendido Positivo
Indenopireno Liguido con material suspendido Positivo
Pireno Liquido practicamente transparente Nulo

Para interpretar los resultados anteriores, del crecimiento bacteriano frente a cada HPA,
se desarroll6 la siguiente escala para representar la magnitud del gradiente de la
densidad optica, en unidades de absorbancia, obtenido en las pruebas, esta escala

gréfica arbitraria se muestra en la tabla 5 a continuacion:
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Tabla 5. Definicion de la Magnitud del Gradiente

Gradiente del incremento de biomasa Expresion de la Magnitud del Gradiente
(absorbancia)

0.000 —
0.001 - 0.050 +
0.051-0.100 ++
0.101 -0.150 4+
0.151 - 0.200 o+
0.201 -0.250 o+
0.251 - 0.300 4+
0.301 -0.350 o+

Representado los resultados obtenidos, de acuerdo a la escala anotada anteriormente,
el orden de mayor a menor crecimiento del consorcio bacteriano frente a cada HPA a 50

mg/L se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Crecimiento bacteriano frente a cada uno de los 10 HPAs.
Concentracion alta: 50 mg/L del HPA

HPA Resultado Magnitud
Antraceno No hubo crecimiento
Benzo(a)antraceno No hubo crecimiento
Benzo(a)pireno Crecimiento +++
Benzo(g,h,i)perileno Crecimiento +
Benzo(k)fluoranteno Crecimiento ++
Criseno No hubo crecimiento
Dibenzo(a,h)antraceno Crecimiento ++
Fluoranteno Crecimiento +
Indenopireno Crecimiento +
Pireno No hubo crecimiento

4.2  Crecimiento bacteriano a 20 y 5 mg/L de HPAs seleccionados

Para contar con una comparacion, de como afecta el crecimiento bacteriano cuando

interactia con un HPA lineal y uno ramificado, se seleccionaron el benzo(a)pireno y el
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dibenzo(a,h)antraceno, las moléculas de estos dos HPAs tienen el mismo ndimero de
anillos aromaticos (cinco) pero cada HPA presenta diferente conformacion estructural.

Estos dos HPAs seleccionados muestran biotransformacion a 50 mg/L.
4.2.1 Consorcio bacteriano con benzo(a)pireno
El comportamiento bacteriano frente a 20 y 5 mg/mL de benzo(a)pireno, se muestra en

las graficas 4.2.1.a y 4.2.1b, respectivamente. Los resultados numéricos de todas las
pruebas se encuentran en el Anexo A.

0 horas 144 horas

Horas

@ Blanco de células m Blanco del compuesto 0O Prueba A O Prueba B‘

Gréfica 4.2.1.a Comportamiento bacteriano con 20 mg/L de benzo(a)pireno

0 horas 144 horas

Horas

‘ @ Blanco de células m Blanco del compuesto O Prueba A O Prueba B‘

Grafica 4.2.1.b Comportamiento bacteriano con 5 mg/L de benzo(a)pireno
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4.2.2 Consorcio bacteriano con dibenzo(a,h)antraceno

El comportamiento bacteriano frente a 20 y 5 mg/mL de dibenzo(a,h)antraceno, se

muestra en las graficas 4.2.2.ay 4.2.2.b, respectivamente. Los resultados numeéricos de
todas las pruebas se encuentran en el Anexo A.

Abs

0 horas 144 horas

Horas

@ Blanco de células m Blanco del compuesto O Prueba A O Prueba B‘

Grafica 4.2.2.a Comportamiento bacteriano con 20 mg/L de dibenz(a,h)antraceno

0 horas 144 horas
Horas

‘ @ Blanco de células m Blanco del compuesto 00 Prueba A O Prueba B‘

Gréfica 4.2.2.b Comportamiento con 5 mg/L de dibenzo(a,h)antraceno

La escala de los resultados obtenidos del comportamiento del consorcio bacteriano

frente a 20 y 5 mg/L, tanto para el benzo(a)pireno como para el dibenzo(a,h)antraceno,
se muestra en las tablas 7.a y 7.b.
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4.2.3 Comparacion del crecimiento bacteriano entre  benzo(a)pireno

Tabla 7.a Crecimiento bacteriano frente a los HPAs seleccionados.
Concentracion media: 20 mg/L del HPA

HPA Resultado Magnitud
Benzo(a)pireno Crecimiento +
Dibenzo(a,h)antraceno Crecimiento +

Tabla 7.b Crecimiento bacteriano frente a los dos HPAs seleccionados.

Concentracién baja: 5 mg/L del HPA

HPA Resultado Magnitud
Benzo(a)pireno Crecimiento +
Dibenzo(a,h)antraceno Crecimiento +

dibenzo(a,h)antraceno.

El

crecimiento  bacteriano comparativo frente al benzo(a)pireno

y

y

al

dibenz(a,h)antraceno, cada uno a las tres concentraciones ensayadas, 50, 20 y 5 mg/L,

se muestra a continuacion en la grafica 4.2.3:
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Gréfica 4.2.3 Comparativo del crecimiento bacteriano del benzo(a)pireno y

del dibenzo(a,h)antraceno

4.2.4 Relacion del crecimiento bacteriano con respecto a la concentracion del

benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno

Cabe mencionar, que las diversas regresiones que se presentan a partir de esta
seccion, son las que presentan mayor factor de correlacién, habiéndose realizado

comparaciones entre regresiones logaritmicas, exponenciales, potenciales e inclusive

lineales.

4.2.4.a Benzo(a)pireno
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La gréafica 4.2.4.a, muestra la relacion del crecimiento bacteriano con respecto a las tres

concentraciones probadas para el benzo(a)pireno:

0.14

0.12
/

0.10 /

0.08 /

0.06 /

0.04 /

0.02

0.00

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60

Concentraciéon mg/L

Gréfica 4.2.4.a Crecimiento bacteriano frente a benzo(a)pireno a 50, 20 y 5 mg/L

4.2.4.b Dibenzo(a,h)antraceno
La grafica 4.2.4.b muestra la relacion del crecimiento bacteriano frente a las tres

concentraciones probadas para el dibenzo(a,h)antraceno:

0.14
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0.08

0.06 - /
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Concentracién en mg/]L

Absorbancia

Gréfica 4.2.4.b Crecimiento bacteriano frente a Dibenzo(a,h)antraceno a 50, 20 y 5 mg/L

El crecimiento bacteriano del benzo(a)pireno y del dibenzo(a,h)antraceno en el intervalo

de concentraciones practicadas, cumple con una funcion exponencial de la forma:

y=a ebX ..... Ec. (2)
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Donde:
y = Absorbancia de la suspensién
a = Pendiente de la regresion
b = Constante

X = Concentracion del HPA

Las constantes de las funciones exponenciales del benzo(a)pireno y del

dibenzo(a,h)antraceno del crecimiento bacteriano se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Constantes de la relacion exponencial del crecimiento
bacteriano para benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno

HPA a b % R
Benzo(a)pireno 0.0111 0.0474 0.9902 0.9951

Dibenzo(a,h)antracen 0.0044 0.0505 0.9952 0.9976
0

De la tabla anterior se observa que para el benzo(a)pireno, la pendiente de crecimiento
bacteriano es mayor que para el dibenzo(a,h)antraceno, lo que demuestra un mayor
crecimiento bacteriano en el HPA lineal, en comparacién con un HPA ramificado.

Los valores obtenidos de r2, 0.9902 y 0.9952, para el benzo(a)pireno y el
dibenzo(a,h)antraceno respectivamente son muy cercanos a 1.0000, lo que representa
que el grado con el que el crecimiento bacteriano, para cada uno de estos dos HPAs,

se ajusta a una funcién exponencial.
4.3 Cinéticas de la biodegradacién de los HPAs

Se determinaron las cinéticas de biodegradacion de cada uno de los diez HPAs a 50
mg/L, al medir la concentracion remanente del respectivo HPA en las reacciones cada
24 horas, a partir del tiempo 0 hasta 144 horas, de acuerdo al método descrito en el
capitulo 3.7 Determinacion de los HPAS, por cromatografia de gases/espectrometria de

masas.
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Dichas determinaciones se realizaron en: 1. Blanco de células, 2. Blanco del

compuesto, y 3. Las pruebas por duplicado con cada HPA.

4.3.1 Cinéticas de los 10 HPAs a 50 mg/L

En las gréficas de la 4.3.1.a, a la 4.3.1.j, correspondientes a 50 mg/L de cada uno de
los 10 HPAs estudiados, podemos ver la disminucion paulatina de la concentracion del
HPA por la accion biologica del consorcio, infiriendo de primera instancia, que se debe a

la transformacion que sufre el HPA respectivo, por la accion biolégica del consorcio.
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Grafica 4.3.1.a Concentracion remanente del antraceno
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Gréfica 4.3.1.b Concentracion remanente del benzo(a)antraceno
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Gréafica 4.3.1.c Concentracion remanente del benzo(a)pireno
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Gréfica 4.3.1.d Concentracion remanente del benzo(g,h,i)perileno
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Gréafica 4.3.1.e Concentracién remanente del benzo(k)fluoranteno
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Gréafica 4.3.1.f Concentracion remanente del criseno
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Gréfica 4.3.1.g Concentracion remanente del dibenz(a,h)antraceno
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Gréfica 4.3.1.h Concentracidon remanente del fluoranteno
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Gréfica 4.3.1.i Concentracion remanente del indenopireno
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Gréfica 4.3.1.) Concentracién remanente del pireno

4.3.2 Cinéticas a 20y 5 mg/L de benzo(a)pireno

De los 10 HPAs, de acuerdo en lo descrito en el punto 4..2, se determinaron las
cinéticas de biodegradacion a 20 y 5 mg/L del benzo(a)pireno. Los porcentajes de
biodegradacion al tiempo de 144 horas.

En las siguientes gréficas 4.3.2.a y 4.3.2.b, podemos ver que hay disminucion de la
concentracion inicial del benzo(a)pireno a 20 y 5 mg/L respectivamente, comprobando
asi la accion la accién biolégica del consorcio sufrida sobre el HPA. Los porcentajes de

remocion correspondientes, se reportan en la tabla 15, pagina 63.
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Gréfica 4.3.2.a Concentracion remanente de benzo(a)pireno a 20mg/L
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Gréfica 4.3.2.b Concentracion remanente del benzo(a)pireno a 5 mg/L

4.3.3 Cinéticas a 20 y 5 mg/L de dibenzo(a,h)antraceno

De los 10 HPAs, de acuerdo en lo descrito en el punto 4.3.2, se determinaron las
cinéticas de biodegradacion a 20 y 5 mg/L del dibenzo(a,h)antraceno. Los porcentajes

de biodegradacién al tiempo de 144 horas.

En las siguientes gréficas 4.3.3.a y 4.3.3.b, podemos ver que hay disminucion de la
concentracion inicial del dibenzo(a,h)antraceno a 20 y 5 mg/L respectivamente,
comprobando asi la accién la accion biolégica del consorcio sufrida sobre el HPA. Los

porcentajes de remocion correspondientes, se reportan en la tabla 13, pagina 23.
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Gréafica 4.3.3.a Concentracién remanente del dibenzo(a,h)antraceno a 20 mg/L
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Grafica 4.3.3.b Concentracién remanente del dibenzo(a,h)antraceno 5 mg/L
4.4  Constantes de las cinéticas de biodegradacion
4.4.1 Constantes de las cinéticas de biodegradacion con 50 mg/L de HPAs

Las cinéticas de biodegradacion de los HPAs, debidas al consorcio bacteriano
seleccionado, presentan una regresion del tipo logaritmico, de acuerdo a la siguiente
funcion:

Y=alnx)+b Ec. (3)

Donde:

y = Remocion del HPA en porcentaje (%)
a = Pendiente de la regresion
b = Constante
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x = Tiempo en horas

En la tabla 9 se presentan las constantes obtenidas en las cinéticas de biodegradacion
de los HPAs con 50 mg/L:

Tabla 9. Constantes de la relacion logaritmica de cada HPAs

HPA a B r r
Antraceno -30.951 98.451 0.8084 0.8991
Benzo(a)antraceno -6.8151 98.44 0.7763 0.8811
Benzo(a)pireno -20.378 95.332 0.8626 0.9288
Benzo(g,h,i)perileno -14.24 93.515 0.7809 0.8839
Benzo(k)fluoranteno -15.777 100.26 0.9484 0.9739
Criseno -2.6328 98.205 0.622 0.7887
Dibenz(a,h)antracen -30.0 95.525 0.8472 0.9204
0
Fluoranteno -51.858 101.75 0.8803 0.9382
Indenopireno -23.157 94.698 0.7763 0.8811
Pireno -1.5324 100.12 0.7429 0.8619

4.4.2 Constantes de las cinéticas de biodegradacion de HPAs a 20 mg/L

En la tabla 10 se anotan las constantes obtenidas en las cinéticas con 20 mg/L del

benzo(a)pireno y del dibenz(a,h)antraceno:

Tabla 10. Constantes de las relaciones logaritmicas de las degradaciones del
benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno con 20 mg/L

HPA a b r2 R
Benzo(a)pireno -17.052 103.94 0.8767 0.7686
Dibenzo(a,h)antracen -20.048 103.87 0.8358 0.6985

(0]

4.4.3 Constantes de las cinéticas de biodegradacion de HPAs a 5 mg/L
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En la tabla 11 se anotan las constantes obtenidas en las cinéticas con 5 mg/L del
benzo(a)pireno y del dibenz(a,h)antraceno:
Tabla 11. Constantes de la relaciones logaritmicas de las degradaciones del
benzo(a)pireno y del dibenzo(a,h)antraceno con 5 mg/L

a b r2 R
Benzo(a)pireno -2.481 99.6637 0.9304 0.8656
Dibenzo(a,h)antracen -31.463 106.54 0.8962 0.8032

(]

4.5 Relacion entre la tasa de biodegradacion y la concentracién utilizada del

benzo(a)pireno y del dibenz(a,h)antraceno

Las siguientes graficas 4.5.a y 4.5.b, muestran que tanto para el benzo(a)pireno como
para el dibenzo(a,h)antraceno, su tasa de biodegracion debida al consorcio bacteriano,

aumenta logaritmicamente en el rango de 5 a 50 mg/L.:
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Grafica 4.5.b Dibenzo(a,h)pireno
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Las constantes de las respectivas regresiones logaritmicas se muestran a continuacion

en la tabla 12:

Tabla 12.

Constantes de las regresiones logaritmicas de las tasas de biodegradacion
del correspondiente HPA con respecto a su concentracion.

a b r2 R
Benzo(a)pireno 12.359 -13.62 0.9387 0.8812
Dibenzo(a,h)antracen 19.299 -27.92 0.9993 0.9986

(]

4.6 Relacion del crecimiento bacteriano con respecto a la concentraciones del

benzo(a)pireno y del dibenz(a,h)antraceno

Las siguientes graficas 4.6.a y 4.6.b, muestran que tanto para el benzo(a)pireno como

para el dibenzo(a,h)antraceno, el crecimiento del consorcio bacteriano utilizado,

aumenta exponencialmente con respecto a la remocion de cada HPA, en el rango de

concentracion de 5 a 50 mg/L, para cada HPA:
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Las constantes de las respectivas regresiones exponenciales se muestran a

continuacion en la tabla 13:

Tabla 13. Constantes de las regresiones exponenciales del crecimiento bacteriano con
respecto a la concentracion del correspondiente HPA.

A b r2 R
Benzo(a)pireno 0.0474 0.0111 0.9902 0.9804
Dibenzo(a,h)antracen 0.0044 0.0505 0.9952 0.9904

(]

4.7 Relacion del crecimiento bacteriano con respecto a la remocién del

benzo(a)pireno y del dibenz(a,h)antraceno
Las siguientes graficas 4.7.a y 4.7.b, muestran que tanto para el benzo(a)pireno como

para el dibenzo(a,h)antraceno, el crecimiento del consorcio bacteriano utilizado,

aumenta exponencialmente en el rango de 5 a 50 mg/L de cada HPA:
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Las constantes de las respectivas regresiones exponenciales se muestran a

continuacion en la tabla 14:

Tabla 14. Constantes de las regresiones exponenciales del crecimiento
bacteriano con respecto a la concentracion utilizada del HPA.

a b r2 R
Benzo(a)pireno 0.0663 0.0088 0.8043 0.6489
Dibenzo(a,h)antracen 0.0477 0.0042 0.8462 0.7160

(]

4.8 Caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y de toxicidad de los HPAs.

En la tabla 15 se reportan las caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y de toxicidad
de los diez HPAs estudiados, con las cuales se comparan el crecimiento bacteriano y el
porcentaje de remocion obtenido de los HPAs en las pruebas realizadas a 32 °C bajo
agitacion orbital de 150 rpm. De forma concluyente se puede decir que sélo seis de los

diez HPAs experimentaron biodegradacion con el consorcio bacteriano elegido.

61



Tabla 15.

Caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y de toxicidad de los HPAs

HIDROCARBURO POLINUCLEOAROMATICO

Propiedad . . :
fisicoquimica Antraceno Benzo(a)- Criseno Fluoranteno Pireno Dibenzo(a,h) | Benzo(k)- Benzo(a)- Indenopiren Benzq(g,h,|)
antraceno -antraceno | fluoranteno pireno o] - perileno
Estructura W, 9@, g v D (=2 OOOO ° 5%
semidesarrollada OOO O O O.Q G.Q & Q‘Oe Q OO.@ %’0
Férmula Molecular Clﬂ)ﬂo 01?2')*12 C18H12 (9) 0185H)10 Cl?g')*lo C22H14 (10) | C20H12 (11) C2((1)2H)12 C22H12 (13) | C22H12 (13)
NUmero de anillos 3 4 4 4 4 5 5 5 6 6
Punto de fusién °C 217 () 160 @3) 255 (8) 110.8 (15) 156 (9) 267 (10) 217 (11) 178.1 (12) 164 (13) 222 (14)
Punto de ebullicion °C 340 (1) 435 (3) 448 (8) 375 (15) 393 (9) 535 (10) 480 (11) 493 (12 536 (13) 550 (14)
Peso especifico 1.25 1.274 1.274 1.252 1.27 1.282 1.33
(g/ml) (1) ) (8 (15) 9 (10) (12
Densidad de vapor 6.15 () 2555-5 7 6 E-4 @25
: 1@ 145 |7.3E-6 @25 |5.7E-7 @25 2.54E-1 8.86E-4 1E-10
Presion de vapor @20 ' ' ' @25 3.7E-10 @25 | 9.59E-11 8.40E-07 1.00E-10
(1) )] (6) @25 ) (18)
Solubilidad en mgl/l 0.006 0.265 0.16 0.0005 0.062 0.00026
@25 1.29 @) 0.01 @24 (18) (15) ©) (18) 0.0038 (18) (18)
PM (g/mol) 178.23 (1) | 228.29 (3) | 228.27 (8) | 202.26 (15) | 202.26 (9) | 278.35 (10) | 252.32 (11) |252.52 (12) | 276.34 (13) 276.34 (14)
Coeficiente de particion 4.45 5.61 5.61 5.33 5.18 5.97 6.84 5.98 6.6 7.23
Octanol/agua (18) @) ® (18) (C) (10 1y 12 (13 (14)
Constante de la Ley d
Hgﬂfya” edelateyd® | 178e-06 | 1266 | 1.67E-06 | 1.95E-03 | 1.30E-05 | 2.00E-09 »70E.07 | 5-89E-10
atm*m3/mol @25 (18) 2 (6) (18) (18) (18) (18)
Toxicidad LD50 mg/kg 4900 2000 10000
oral ratén (reportada) (19) 240 99 (16) (17) 360 2820 4095 2
Crecimiento
bacteriano obtenido 0 +++ ++ + 0 ++ ++ +++ + +
experimentalmente
% de biodegradacion
de los diez HPAS 73 47.8 21 32.2 32 29

estudiados, obtenido
experimentalmente

Nota: El nUmero en paréntesis es la cita bibliografica del dato reportado
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En la tabla 16, se reporta el porcentaje de remocion del benzo(a)pireno y del

dibenzo(a,h)antraceno a las concentraciones tratadas, 50, 20 y 5 mg/L del HPA.

Tabla 16. Remocién del Benzo(a)pireno y del Dibenzo(a,h)antraceno

Concentracion en Benzo(a)pireno Dibenzo(a,h)antraceno
mg/L Remocion % Remocion %
50 32.2 47.8
20 27.6 31.2
5 4.6 35
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Como se observa en la gréafica 4.8.a, mientras mas alto sea el numero de anillos en los

HPAS estudiados, disminuye mas el crecimiento bacteriano, de acuerdo a la funcion

logaritmica: y = 0.1961 Ln (x) + 0.3746, con un factor de correlacion r? = 0.8279.
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Grafica 4.8.a Comportamiento bacteriano con respecto a

la estructura anillada de los HPA"s

En la grafica 4.8.b se observa que cuando los HPAs estudiados tienen nimero mayor
de anillos, existe la tendencia a disminuir la remocién de dichos HPAs, de acuerdo a la
funcion logaritmica: y = 0.99973 Ln (x) + 206.53, con un factor de correlacién de
0.8272.

< 100
o
3 AN
80
§ \
£ 60
@
g w
=
g -
£ 20
0

Namero de anillos

Grafica 4.8.b Accidn del consorcio bacteriano con respecto a

la estructura anillada de los HPAS

De las dos regresiones anteriores, 4.8.a y 4.8.b, se concluye que al tener un nimero
mayor de anillos los HPAs estudiados, su remocion se realiza en menor grado, y como

consecuencia baja el crecimiento bacteriano.
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La grafica 4.8.c indica que hay mayor crecimiento bacteriano en los HPAs estudiados

, o . . -05
que tienen mayor punto de ebullicion, de acuerdo a la funciébn exponencial y =5 x 10

eO'0134X, con un factor de correlacion de 0.8372.
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Gréfica 4.8.c Comportamiento bacteriano con respecto a

los puntos de ebullicion

En la grafica 4.8.d se observa que al ser mas alto el punto de ebullicion de los HPAs
estudiados es mayor su remocion, conforme a la regresion logaritmica y = 230.36 Ln(x)
-1399.6, con un factor de correlacion de 0.9186.
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Grafica 4.8.d Accidn del consorcio bacteriano con respecto a

los puntos de ebullicion

Al existir una relacion directa entre el punto de ebulliciébn con la volatilidad de los
compuestos, de las graficas anteriores 4.8.c y 4.8.d, se asume que por tener mas
permanencia en el seno de la reaccion los HPAs estudiados con mayor punto de
ebullicion, hay mayor accion del consorcio bacteriano en estos, provocando aumento en
la biomasa y aumento en la remocion de los HPAs.
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En la gréfica 4.8.e, se observa una relacion exponencial entre el punto de fusién del los

HPAs seleccionados, con el crecimiento bacteriano del consorcio elegido, conforme a la

0.0148 x

funciony = 0.0014 e , con una correlacion de 0.8829.
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Gréfica 4.8.e Remocion de HPAs con respecto a sus puntos de fusion

En la grafica 4.8.f se observa una relacion logaritmica entre el punto de fusion de los
HPAs seleccionados con respecto a la remocion de los HPAs, conforme a la funciény =
121.05 Ln (x) - 627.75, con un factor de correlacion de 0.9633.
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Gréfica 4.8.f Remocion de HPAs y sus puntos de fusion

Estas graficas 4.8.e y 4.8.f, analogamente a las graficas anteriores 4.8.c y 4.8.d de los
puntos de ebullicion de los HPAs, indican que en los HPAs estudiados al aumentar sus
puntos de ebullicion permanecen mas en el seno de la reaccion, permitiendo mayor
accion bacteriana sobre el HPA, y como consecuencia mayor crecimiento bacteriano y

mayor remocion del HPA correspondiente.
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Se observa en la grafica 4.8.g, que al aumentar la solubilidad de los HPAs disminuye el

- . . - , -6.5894
crecimiento bacteriano, correspondiente a la funcion exponencial y = 0.0345 e X

con un factor de correlacion de 0.7485
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Figura 4.8.g Comportamiento bacteriano debido a la solubilidad de HPAs

Se observa en la grafica 4.8.h, que al aumentar la solubilidad de los HPAs aumenta su

remocion debida al consorcio seleccionado, conforme a la funcion logaritmica y =

3.3829 x

29.046 € , cuyo factor de correlacion es 0.9613.
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Grafica 4.8.h Remociéon de HPAs debido a sus solubilidades

La grafica 4.8.g muestra una tendencia que no es conocida, por el contrario, la grafica
anterior, 4.8.h muestra una tendencia bien conocida, a mayor solubilidad del compuesto
recalcitrante, en este caso los HPAs, hay mayor remocién por estar mas biodisponible.
El andlisis y discusion del comportamiento bacteriano debido al comportamiento

bacteriano, gréfica 4.8.g, se hace al final de esta seccion.
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Se puede observar en la grafica 4.8.i, que al aumentar el coeficiente de particién octanol

— agua de los HPAs estudiados, al crecimiento bacteriano disminuye conforme a la

funcién exponencial: y = 29.338 e 9207 ¥

0.9633.

, que presenta un coeficiente de correlacion de

o
o

o
o

bacteriano
o o
w S~
//

\

e

2 4 6 8
Coeficiente Part OctOH-Agua

I
[N}

o
[

Magnitud del crecimiento

o

o

Gréfica 4.8.i Relacion del comportamiento bacteriano
con el Coeficiente Part OctOH - Agua

Se puede observar en la grafica 4.8., que al incrementarse el coeficiente de particion
octanol — agua de los HPAs estudiados, la remocién de los HPAs disminuye conforme a
la funcion logaritmica: y = 146.23 Ln (x)+ 308.15, que presenta un coeficiente de
correlacion de 0.7498.
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Gréfica 4.8.] Remocion de HPAs con respecto
al Coeficiente Part OctOH — Agua

El coeficiente de particion octanol — agua de un compuesto, nos dice la medida de la
solubilidad diferencial de un compuesto en la mezcla bifasica, el n-octanol simula bien el
material lipidico de la biota o particulas y sedimentos organicos, mostrando su caracter
hidréfobo o la afinidad de dicha sustancia hacia los lipidos de una sustancia disuelta en
agua (Figueruelo el al., 2004). Al ser méas elevado el coeficiente de particion es mayor

su absorcién dérmica.
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De las dos graficas anteriores, 4.8.i y 4.8.j, se deduce que al incrementarse el
coeficiente de particion octanol-agua de los HPAs son menos solubles en el agua y por
tanto menos biodisponibles para el consorcio bacteriano, por lo que su remocion

disminuye y como consecuencia también disminuye el crecimiento bacteriano.
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La siguiente grafica 4.8.k muestra que al presentar los HPAs estudiados mayor presion
de vapor el crecimiento bacteriano aumenta, conforme a la funcién: y = 0.3281 e”¢857®),

con un coeficiente de correlacion de 0.9362.
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Gréfica 4.8.k Comportamiento bacteriano debido a

la presion de vapor

En la grafica 4.8.1 se observa que al presentar los HPAs estudiados mayor presion de

0.4839
)

vapor su remocion es menor, conforme a la funcién exponencial y = 79.909 X con

un coeficiente de correlacién de 0.9797.
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Gréfica 4.8. Relacion de la remocion de HPAS con respecto a su presion de vapor

La presion de vapor es la presion a la cual una sustancia en fase liquida se encuentra
en equilibrio con su fase vapor, al ser mas fuerte o alta la presién de vapor en los HPAS
estudiados se volatilizan mas facilmente, permitiendo menor accion del consorcio

bacteriano y por lo tanto su menor crecimiento y menor remocién del HPAs.
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En la grafica 4.8.m se observa que la relaciéon existente entre la constante de la ley de
Henry y la remocion que presentan los HPAs estudiados cumple la funcion y = -34.286
Ln (x) + 96.111 con un factor de correlacion de 0.9875. Esta constante demuestra la
tendencia de un compuesto a volatilizarse del agua o suelo humedo, relacionando tres
variables, la presion de vapor, la solubilidad en agua y el peso molecular del

compuesto,

Porcentaje de remocion
[=2}
o

T T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Constante de Henry

Grafica 4.8.m Relacién entre la remocion de los HPAs
y su constante de la ley de Henry

El peso especifico de todos los HPAs estudiados es mayor que el peso especifico del
agua, por lo que dichos HPAs disueltos o dispersos en fase acuosa tienden a irse al
fondo del recipiente de reaccion, las comparaciones de esta propiedad fisicoquimica en
las pruebas realizadas indican que el peso espeso especifico no tiene ninguna relacion
ni con el comportamiento bacteriano, para que se realice el crecimiento bacteriano del

consorcio seleccionado ni con la remocion de dichos HPAs.

Al comparar los pesos moleculares de los HPAs estudiados en las pruebas realizadas,
se deduce que no tienen relacion alguna con el comportamiento bacteriano ni con la
remocion de dichos HPAs, pero si tienen relacion con su numero de anillos, ver gréficas

4..8.ay 4.8.b, y sus interpretaciones.
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Al comparar la toxicidad de los HPAs estudiados con el comportamiento bacteriano y
con la remocién de dichos HPAs, se deduce que no tienen relacion entre si, aunque era
de esperar que a mayor toxicidad de los HPAS hubiera menor crecimiento bacteriano y
por consecuencia menor remocion, no se sabe qué especie del consorcio bacteriano
seleccionado para estas pruebas, deduciendo que en el consorcio hay especies que

pueden ser afectadas o no por la toxicidad de estos HPAs.
La constante de la Ley de Henry no mostré tampoco ninguna relacion con el crecimiento

bacteriano pero si con la remociéon de los compuestos, ver grafica 4.8.m y su

interpretacion.
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5 CONCLUSIONES

5.1 De los 10 HPAs estudiados, el consorcio bacteriano seleccionado para el estudio
fue capaz de degradar los siguientes HPAs en un medio acuoso a 50 mg/L , 32 °C y
bajo agitacion orbital de 150 rpm durante 144 horas: benzo(a)pireno (32.2%),
benzo(g,h,i)perileno (29%), benzo(k)fluoranteno (21%), dibenzo(a,h)antraceno (21%),

fluoranteno (73%) e indenopireno (29%).

Los dos HPAs, el benzo(a)pireno y el dibenzo(a,h)antraceno, mostraron biodegradacion
a las concentraciones de 20y 5 mg/L.

Los dos HPAs, el benzo(a)pireno y el dibenzo(a,h)antraceno, sus biodegradaciones
mostraron relaciones exponenciales con respeto a sus concentraciones utilizadas de

50, 20 y 5 m/L, con un coeficiente de correlacién superior a 0.99

5.2 Las cinéticas de degradacion de los HPAs estudiados a 50 mg/L, presentaron
relaciones logaritmicas con los siguientes coeficientes de correlacion: benzo(a)pireno
0.8626, benzo(g,h,i)perileno 0.7809, benzo(k)fluoranteno de 0.9484,
dibenzo(a,h)antraceno de 0.8472, fluoranteno de 0.8803 e indenopireno de 0.7763.

Para los dos HPAs, benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno con 20 mg/L, sus cinéticas
de degradacion presentan funciones logaritmicas con coeficientes de correlacion de
0.8767 y 0.8358 respectivamente.

Para los dos HPAs, benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno con 5 mg/L, sus cinéticas
de degradacion presentan funciones logaritmicas con coeficientes de correlacion de
0.9304 y 0.8962 respectivamente.

5.3 La tasa de biodegradacion contra la concentracion utilizada del benzo(a)pireno y

del dibenzo(a,h)antraceno, en el rango de 5 a 50 mg/L, muestran relaciones

logaritmicas con coeficientes de correlacion de 0.9387 y 0.9993 respectivamente.
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5.4 Las relaciones del crecimiento bacteriano con respecto a las concentraciones del
benzo(a)pireno y del dibenzo(a,h)antraceno muestran relaciones exponenciales con

coeficientes de correlacién de 0.9902 y 0.9952 respectivamente.

5.5 Las relaciones del crecimiento bacteriano con respecto a las remociones del
benzo(a)pireno y al dibenzo(a,h)antraceno presentan regresiones exponenciales con

coeficientes de correlacion de 0.8043 y 0.8462 respectivamente.

5.6 Los porcentajes de remocion del benzo(a)pireno son: 32.2 % a 50 mg/L, 27.6 %
a20mg/Ly 4.6 % a5 mg/L.

5.7 Los porcentajes de remocion del dibenzo(a,h)antraceno son: 47.8 % a 50 mg/L,
31.2% a20mg/Ly 3.5% a5 mg/L.

5.8  Existen tendencias logaritmicas entre el crecimiento bacteriano y la remocion de
los HPAs reportados con respecto a su numero de anillos. Sus coeficientes de

correlacion son 0.8279 y 0.8272 respectivamente.

5.9 Existe tendencia exponencial entre el crecimiento bacteriano y los puntos de

ebullicién de los HPAs con un factor de correlacién de 0.8372.

5.10 Existe relacion lineal entre la accion el consorcio bacteriano con respecto a los

puntos de ebullicion de los HPAs con coeficiente de correlacion de 0.9186.

5.11 Existe relacidbn exponencial entre los puntos de fusion y los HPAs con un

coeficiente de correlacion de 0.8829.

5.12 Existe relacion logaritmica entre los puntos de fusién y el porcentaje de remocion

de los HPAs, con un coeficiente de correlacion de 0.9633.
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5.13 Existe una tendencia exponencial entre el crecimiento bacteriano y la solubilidad

de los HPAs, con coeficiente de correlacion de 0.7485.

5.14 Existe relacion exponencial entre la remocion de los HPAS y su solubilidad, con

coeficiente de correlaciéon de 0.9613.

5.15 Existe relacion exponencial entre el crecimiento bacteriano y el coeficiente de

particion octanol-agua, con un coeficiente de correlacion de 0.9633.

5.16 Existe una tendencia logaritmica entre el porcentaje de remocion de los HPAs y

el coeficiente de particion octanol-agua, con un coeficiente de correlacion de 0.7498.

5.17 Existe relacién exponencial entre el crecimiento bacteriano y la presion de vapor

de los HPAs, con un coeficiente de correlacion de 0.9362.

5.18 Existe relacion potencial entre el porcentaje de remocion y la presion de vapor de

los HPAS, con un coeficiente de correlacion de 0.9797.

5.19 Existe una relacion logaritmica entre el porcentaje de remocion de los HPAs y la

constante de Henry, con un coeficiente de correlacién de 0.9875.

5.20 La metodologia analitica para la extracciéon con diclorometano de los 10 HPAs
estudiados a partir de las mezclas acuosas de reaccion, y su posterior deteccion y
cuantificacion por cromatografia de gases/espectrometria de masas fue implementado
tomando como base el método 8270C de la U. S. EPA, adecuandolo para satisfacer las

necesidades analiticas del presente estudio.

5.21 Aungque la U. S. EPA es un organismo mundialmente reconocido, que busca
continuamente métodos mas adecuados y confiables para la determinacion de
compuestos toxicos en las diferentes matrices ambientales, no se encontr6, durante el

desarrollo del presente estudio, metodologia alguna que estableciera procedimientos
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para la extraccion, deteccion y determinacion de los HPAs en este tipo de pruebas. Es
de suma importancia establecer y contar con métodos especificos, reproducibles y
confiables que favorezcan la deteccion y cuantificacion de los HPAs aplicables a este

tipo de pruebas.

5.22 Es necesaria una base de datos sobre pardmetros cinéticos de biodegradacion.
La mayoria de los datos publicado es informacion cualitativa, y cuando es cuantitativa

los valores de los pardmetros no son intrinsecos, limitando su aplicacion.
La informacién sobre la cinética de biodegradacion es esencial durante el disefio del

sistema de tratamiento y para el proceso de establecer limites de descarga de éstos

compuestos al medio ambiente.
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6 RECOMENDACIONES

Es recomendable que para futuros experimentos, la toma de muestra liquida a ser
analizada se realice automatizadamente por medio de una manguera o tubo de teflén
de didmetro milimétrico, para evitar aperturas del matraz, minimizando el volumen de
muestra evaporada, de esta forma la determinacion de la concentracion del HPA

correspondiente sera mas exacta, asi como la determinacion de la densidad Optica.

Debido a que en algunas de las pruebas se observo posible volatilizacion del HPA, se
recomienda su medicion en la fase gaseosa del matraz, y conocer la cantidad del HPA

gue se esta volatilizando.

Es recomendable que los matraces de reaccidén sean silanizados, para evitar cualquier

posible adsorcion del HPA al vidrio y evitar pérdidas de material.

Podrian realizarse pruebas con menores concentraciones de los HPAs, sobre todo con
los que muestran mayor toxicidad y poder minimizar el impacto inicial que tiene el

consorcio frente al HPA de toxicidad muy alta.

En general podrian realizarse este tipo de pruebas de diferentes HPAs a diferentes

concentraciones y con diferentes microorganismos, ya sea por especie 0 en consorcios.

Para aprovechar la ventaja que representa la biodegradacion, todo su potencial para
lograr la completa mineralizacién, o por lo menos la reduccién de la toxicidad es que el
tratamiento sea cuidadosamente disefiado y operado para prevenir la formacion de
contaminantes secundarios. La formacion de compuestos que se han derivado de la
degradacion de compuestos toxicos puede representar un grave problema, ya que
muchos de estos compuestos pueden ser mas téxicos al ambiente que sus

antecesores.

En México, el conocimiento de ésta tecnologia de tratamiento es escaso y se deben
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establecer lineas de investigacion con el proposito de establecer estudios de
vanguardia en el area que ayuden a resolver los problemas que se producen en los
efluentes industriales debido a productos que no son facilmente biodegradables, tales
como los compuestos aromaticos que requieren de la manipulacion de microorganismos

seleccionados para su degradacion.
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4.1.a Antraceno a 50 mg/l

Densidad optica

4.1.b Benzantraceno a 50 mg/l

ANEXO A

Densidad optica

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.009 0.016
Blanco del compuesto 0.18 0.011
Prueba A 0.176 0.175
Prueba B 0.199 0.190

4.1.c Benzo(a)pireno a 50 mg/I

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.009 0.016
Blanco del compuesto 0.083 0.106
Prueba A 0.069 0.210
Prueba B 0.069 0.187

Densidad optica

4.1.d Benzo(g,h,i)perileno a 50 mg/l

Densidad optica

0 horas | 144 horas
Blanco de células 0.007 0.015
Blanco del compuesto 0.088 0.022
Prueba A 0.073 0.193
Prueba B 0.079 0.188

4.1.e Benzo(k)fluoranteno a 50 mg/I

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.007 0.015
Blanco del compuesto 0.026 0.077
Prueba A 0.033 0.061
Prueba B 0.028 0.069

Densidad optica

4.1.f Dibenzo(a,h)antraceno a 50 mg/l

Densidad optica

0 horas | 144 horas
Blanco de células 0.007 0.015
Blanco del compuesto 0.135 0.026
Prueba A 0.045 0.105
Prueba B 0.04 0.103

4.1.g Criseno a 50 mg/l

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.007 0.015
Blanco del compuesto 0.037 0.040
Prueba A 0.039 0.094
Prueba B 0.047 0.105

Densidad optica

4.1.h Fluoranteno a 50 mg/l

Densidad optica

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.009 0.016
Blanco del compuesto 0.073 0.165
Prueba A 0.088 0.136
Prueba B 0.087 0.147

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.007 0.015
Blanco del compuesto 0.029 0.009
Prueba A 0.096 0.030
Prueba B 0.096 0.031




4.1.i Indenopireno a 50 mg/|

Densidad optica

0 horas | 144 horas
Blanco de células 0.009 0.016
Blanco del compuesto 0.008 0.003
Prueba A 0.017 0.028
Prueba B 0.014 0.027

4.2.1.a Benzo(a)pireno 20 mg/l

Densidad optica

0 horas | 144 horas
Blanco de células 0.006 0.016
Blanco del compuesto 0.006 0.006
Prueba A 0.012 0.037
Prueba B 0.013 0.053

4.2.1.b Frente al Benzo(a)pireno 5 mg/l

Densidad optica

0 horas | 144 horas
Blanco de células 0.006 0.016
Blanco del compuesto 0.003 0.005
Prueba A 0.013 0.030
Prueba B 0.008 0.017
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4.1.j Pireno a 50 mg/|

Densidad optica

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.009 0.016
Blanco del compuesto 0.207 0.005
Prueba A 0.201 0.165
Prueba B 0.207 0.141

4.2.2.a Dibenz(a,h)antraceno a 20 mg/l

Densidad optica

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.006 0.016
Blanco del compuesto 0.022 0.015
Prueba A 0.023 0.033
Prueba B 0.022 0.034

4.2.2.b Dibenzo(a,h)antraceno 5 mg/l

Densidad optica

0 horas 144 horas
Blanco de células 0.006 0.016
Blanco del compuesto 0.004 0.000
Prueba A 0.011 0.016
Prueba B 0.013 0.02




ANEXO B

Articulo en congreso internacional:
PEREZ, S. y TORRES, L.G. Biotransformation of ten PHA’s by means of an

aerobic mixed culture. The Fifth International In Situ and On-Site bioremediation
Symposium. San Diego, California. 1999, p. 197-202.
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