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RESUMEN EJECUTIVO

Las bacterias biodegradadoras de compuestos aromaticos se han descrito por su capacidad de
reducir la contaminacion y ayudar a la proteccion ambiental frente agentes contaminantes que
atentian contra su entorno, asi también efectla una accion sinérgica para la preservacion del
medio ambiente. La presente investigacion tuvo como objetivo seleccionar e identificar la
cepa idonea con capacidad biodegradadoras de nitrobenceno. La seleccion de bacterias se las
clasifico por la caracteristica morfoldgica y bioquimica dando valores de: (+) presencia, (++)
presencia alta, (-) ausencia. Para el estudio de degradacidn de nitrobenceno, un disefio bloque
completamente al Azar (DCA), con 12 tratamientos en 3 repeticiones con un control positivo
(RE4) y negativo (E. Coli). Las bacterias biorremediadora con mayores efectos en las
diferentes pruebas bioquimicas (catalasa, fosfatasa, ureasa fueron Cha0, R4, PM 2/12, BO 3/8,
PM 3/14, DICM GBF, DIC (1) TEMP, DIC Omg, CLO Mg, DIC 4M, DIC 3 MBFA. El
crecimiento mediante espectrofotometria a 600 nm confirmd el incremento celular en las
cepas DICmgBF y GL3 con una absorbancia de 1,23 y 1,18 respectivamente. Las
agrupaciones filogenéticas estan divididas en 2 grupos con aproximaciones evolutivas altas el
grupo a esta confirmado por, Cha0, R4, PM 2/12, BO 3/8, PM 3/14, DIC (1) TEMP, DICM
CBF, DIC 3 MBF. El grupo 2 (B) se subdivide en B1 y B2 donde la primera agrupacion
corresponde DIC 4M, DIC Omg, CLa Mg y GL1. y la segunda agrupacion GL3 y CP3 quienes
fueron las cepas que mostraron mayor crecimiento en el medio de cultivo a 600 ppm de

nitrobenceno.

Palabras clave: Bacterias, biodegradacion, nitrobenceno, pruebas bioquimicas,

espectrofotometria.
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ABSTRAC

Biodegradable bacteria of aromatic compounds have been described for their ability to reduce
pollution and help protect the environment against pollutants that attenuate against their
environment, as well as acting synergistically to preserve the environment. The objective of
this research was to select and identify the ideal strain with biodegradable nitrobenzene
capacity. The selection of bacteria was classified by the morphological and biochemical
characteristics, giving values of: (+) presence, (++) high presence, (-) absence. For the study
of nitrobenzene degradation, a completely Randomized design (DCA), with 12 treatments in
3 repetitions with a positive control (RE4) and negative (E. Coli). The bioremediator bacteria
with the greatest effects in the different biochemical tests (catalase, phosphatase, urease were
Cha0, R4, PM 2/12, BO 3/8, PM 3/14, DICM GBF, DIC (1) TEMP, DIC Omg, CL0O Mg, DIC
4M, DIC 3 MBFA Growth by spectrophotometry at 600 nm confirmed the cellular increase
in the DICmgBF and GL3 strains with an absorbance of 1.23 and 1.18, respectively.The
phylogenetic groups are divided into 2 groups with evolutionary approaches. discharges the
group is confirmed by, Cha0, R4, PM 2/12, BO 3/8, PM 3/14, DEC (1) TEMP, DICM CBF,
DEC 3 MBF. Group 2 (B) is subdivided into B1 and B2 where the first group corresponds
DIC 4M, DIC Omg, CLa Mg and GL1. and the second group GL3 and CP3 who were the

strains that showed the highest growth in the culture medium at 600 ppm of nitrobenzene.

Keywords: Bacteria, biodegradation, nitrobenzene, biochemical tests, spectrophotometry.
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Introduccion

Uno de los rasgos caracteristicos de la sociedad moderna es la creciente emision al ambiente
de sustancias contaminantes, destacando aquellas que proceden de las actividades industriales,
mineras, agropecuarias, artesanales y domésticas (1). El proceso de industrializacion en las
grandes urbes ha generado un desequilibrio de los ecosistemas, ocasionando un dramatico
impacto para el planeta y la calidad de vida del hombre, esta contaminacion ambiental no sélo
ha afectado a las regiones mas industrializadas, sino que se ha transformando en un problema

a nivel mundial (2).

Los Contaminantes Organicos Persistentes (COPs), son capaces de viajar en las corrientes de
aire, tanto a cortas como a largas distancias, puesto que son lo suficientemente volatiles como
para evaporarse en el aire y/o se adhieren facilmente a las particulas de polvo transportadas
en él. Generalmente se evaporan con mayor facilidad en los lugares méas calidos, y caen con
mayor facilidad en los lugares mas frios. Cuando los COP caen desde el aire, a veces aterrizan
sobre la superficie de masas de agua, algunas veces sobre praderas, tundras, bosques o campos

agricolas. En todos estos lugares los COP entran a formar parte de la red alimentaria (3).

Dentro de los COPs encontramos compuestos nitroaromaticos, que son contaminantes
importantes del medio ambiente, principalmente de origen antropogénico. Se producen como
productos intermedios y en la fabricacion industrial de tintes, explosivos, pesticidas, su
toxicidad se ha demostrado en una amplia gama de organismos vivos (4). El uso en la
produccién del analgésico paracetamol (acetaminofén) representa un significativo mercado

comercial para el nitrobenceno (5).

Estas sustancias, ademéas de estar presente en efluentes industriales, también estan
consideradas entre los toxicos prioritarios por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente
de Estados Unidos (EPA), pues son importantes contaminantes de suelos, agua subterranea,
lodos y residuos sélidos. La remediacidn de aguas residuales que contienen estos compuestos
es muy dificil, pues debido a su alta estabilidad se encuentran entre las sustancias mas
refractarias y generalmente son resistentes a las técnicas tradicionales de tratamiento tales

como la degradacion bioldgica (6).



Los suelos sanos son la clave para la seguridad alimentaria y un futuro sostenible, estos ayudan
a mantener la produccién de alimentos, mitigar y adaptarse al cambio climético, filtrar el agua,
mejorar la resiliencia ante inundaciones y sequias, las practicas agricolas insostenibles
reducen la materia orgénica del suelo y facilitan la transferencia de contaminantes a la cadena
alimentaria. Con una poblacion mundial que se proyecta supere los 9 000 millones en 2050,
la seguridad alimentaria actual y futura dependerd4 de la capacidad para aumentar los

rendimientos y calidad de alimentos utilizando los suelos disponibles (7).

La liberacion de estos compuestos provoca grandes dafios no s6lo al medio ambiente, sino que
afecta directamente al hombre, pues incluso a muy bajas dosis, producen cianosis,
hepatotoxicidad, anemia e ictericia (8). La EPA recomienda que los niveles en lagos y
corrientes de agua sean limitados a 17 partes por millon de nitrobenceno (17 ppm) para
prevenir posibles efectos en la salud por tomar agua o comer pescado contaminados con

nitrobenceno (9).

En el Acuerdo Ministerial de nuestro pais AM 097-A no se encuentra informacion referida al
nitrobenceno, como estuvo establecida en la anterior Norma de Calidad Ambiental y de
descarga de efluentes: Recurso Agua, donde los criterios de calidad admisibles para la
preservacion de la flora y fauna en aguas dulces, frias o calidas y en aguas marinas o de
estuario, establecia los limites maximos permisibles de nitrobenceno en: 7 y 27 ugL™ para

agua marina y agua dulce respectivamente (10).

El valor referencial respecto al cual se evaluara una posible contaminacion de suelo es de 0,1
mgKg™ para hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) de origen natural y se consideraran
como linea base (11). En el AM 097-A no se menciona criterios de remediacion o restauracion,

ni valores maximos permitidos de la sustancia nitrobenceno.

Estos compuestos representan una amenaza para los seres vivos, por lo que se han desarrollado
una serie de métodos para enmendar el impacto causado. Los métodos convencionales suelen
ser costosos y pueden afectar de manera irreversible las propiedades del suelo, agua y de los
seres vivos gue en ellos habitan (1). Se han descrito algunos microorganismos capaces de
mineralizar nitrobenceno (NB), nitrofenoles, cloronitrofenoles, nitroanilinas, nitrobenzoatos,

dinitrobenzoatos e incluso 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) (8).



El objetivo de la presente investigacion es evaluar el potencial de biodegradacién del
nitrobenceno mediante cepas bacterianas seleccionadas en condiciones in vitro. Los estudios
de degradacion se llevardn a cabo con diferentes aislamientos en intervalos de tiempo, las
variables evaluadas ayudaran a determinar las cepas mas eficientes para degradar
nitrobenceno. Los resultados obtenidos se podrén utilizar para cualquier estudio de

bioacumulacién durante la biorremediacion.



CAPITULO I
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

Debido al uso excesivo de combustibles y otros productos derivados del petréleo durante las
dos Gltimas décadas, la cantidad de compuestos aromaticos liberados al medio ambiente han
aumentado de forma considerable. Estos compuestos aromaticos también se encuentran
naturalmente en el medio ambiente, tales como la lignina, los amino&cidos y taninos. Otras
fuentes de compuestos aromaticos incluyen los producidos por las actividades antropogénicas
como la agricultura (insecticidas, herbicidas), la industria (disolventes, conservadores de
maderas, detergentes), que conducen a aumentar la acumulacién de estos compuestos en la
naturaleza (12) (13).

El nitrobenceno en niveles elevados ejerce un impacto negativo, causando problemas
teratdgenos en las personas, afectacion a la biodiversidad por la contaminacion ambiental de
este compuesto. La presencia de estos compuestos en el ambiente genera algunos problemas
importantes como son la contaminacion de aguas subterraneas y superficiales, seleccion del

apropiado tratamiento de aguas residuales y diversos efectos toxicos en humanos (12).

Segun el Acuerdo Ministerial 142, el Nitrobenceno (I,T) es considerado como una sustancia
quimica peligrosa y estad asignado en el Anexo A, Listado No.3: Listado Nacional de
Sustancias Quimicas Peligrosas de Toxicidad Crénica con el N° RP U169 y N° CAS 98-95-3
(14). La mayoria de los compuestos que contienen nitrobenceno se usan para fabricar anilina,

poliuretano, aceites lubricantes, tintes, drogas, pesticidas y caucho sintético (9).

La contaminacion del suelo provoca una reaccion en cadena, que altera la biodiversidad del
suelo, reduciendo la materia organica que contiene y su capacidad para actuar como filtro.
También se contamina el agua almacenada en el suelo y el agua subterranea, provocando un
desequilibrio de sus nutrientes (7), en referencia a estas precauciones, el nitrobenceno se debe
mantener alejado de los desagiles, aguas superficiales y subterraneas, también retener y
eliminar el agua de lavado contaminada, en cuanto a la informacion pertinente para el
tratamiento de las aguas residuales, recomienda no tirar los residuos por el desagie y evitar
su liberacion al medio ambiente (15). Debido a que la sustancia es nociva para los organismos
acudticos con efectos nocivos duraderos, se aconseja firmemente impedir que el producto

quimico se incorpore al ambiente (16).



No existe informacion disponible sobre efectos del nitrobenceno en la reproduccion y
desarrollo en humanos, como defectos congénitos o efectos embriotoxicos, por el contrario
estudios en animales con exposicién por inhalacion y via oral, evidencia efectos
reproductivos, incluida disminucion de fertilidad, reduccién del peso testicular y poca
produccion de esperma (17).

Con respecto a las indicaciones de peligro, el nitrobenceno se considera toxico en caso de
ingestion, contacto con la piel o inhalacion. Se sospecha que provoca céncer y que puede
perjudicar la fertilidad, ademas que provoca dafios en los 6rganos (sangre) tras exposiciones
prolongadas o repetidas (15). La exposicién ocupacional puede ocurrir en fabricas que
producen o usan nitrobenceno para producir otros productos, aunque la exposicion puede
ocurrir también para aquellas personas que viven cerca de un sitio de desechos donde se ha

encontrado nitrobenceno dispuesto o cerca de una planta de fabricacion o procesamiento (9).

Diagnostico

Las ingentes cantidades de nitrobenceno liberan toxinas que suponen un importante riesgo en
las personas para la salud, las enfermedades respiratorias se han convertido en la primera causa
de muerte en las zonas rurales y la cuarta en las ciudades. En los entornos ecologicos existe

un efecto antagonico a diferentes especies naturales evitando su desarrollo biologico.

A pesar de que se han hecho compromisos para maximizar los beneficios y minimizar la huella
del proceso de industrializacion, distintas sustancias peligrosas continian siendo liberadas al
medio ambiente en grandes cantidades y se encuentran en el aire, agua, suelo, alimentos y

seres humanos, como sucede con los COPs, que afectan a varias regiones en el mundo (3).

También sucede que en las actividades industriales, mineras, agropecuarias, artesanales y
domésticas (1), se realizan practicas de manejo inadecuadas de sustancias quimicas peligrosas,
como el nitrobenceno, pues la desinformacion de normativas ambientales, conduce al vertido
de residuos por el desagtie y con esto su liberacion al medio ambiente, sin ejecutar ningan tipo
de tratamiento a las descargas de aguas residuales, debiendo considerarse la utilizacion de
equipos de proteccién adecuados (incluido el equipo de proteccidn personal) con el fin de
evitar toda posible contaminacion de la piel, los ojos, la ropa y evitar respirar los

vapores/aerosoles (15).



Esto conduce a un sin nimero de problematicas: la incidencia de enfermedades en humanos
y animales (cancerigenas, intoxicaciones y perjudicando a la fertilidad) (8), a nivel de
ecosistemas una pérdida de los mismos, con efectos nocivos en organismos acuéticos (7), al
producirse derrames en grandes cantidades se provoca contaminacién por sustancias quimicas
en fuentes hidricas tanto superficiales como subterraneas y una dificil remediacion de aguas

residuales (12).

Pronéstico

Los COPs, proyectan amenazas tan importantes a la salud y al entorno, que, si no se adoptan
medidas inmediatas destinadas a restringir, eliminar su produccion, utilizacién, emision,
almacenamiento, el planeta se verd gravemente afectado, de acuerdo a varios estudios se
describen los efectos negativos que producira el cambio climatico en el comportamiento y

destino de los COPs en el medio ambiente.

El incremento de vertidos de sustancias quimicas peligrosas de forma incontrolada liberadas
a la biosfera, contribuyen a la disminucion de flora y fauna acuética, amenazando la pérdida
de calidad de los suelos y por consiguiente inseguridad alimentaria, degradacion de la calidad
del agua para consumo humano, riesgos a la salud por el aumento en la incidencia de

enfermedades en humanos y animales entre otros.

La contaminacion ambiental con compuestos COPs y especificamente con compuestos
nitroaromaticos ha generado la necesidad de buscar nuevos horizontes en el tema de la
descontaminacion, es importante ademas poder realizar estudios para seleccionar bacterias

con potencial degradador de nitrobenceno y aplicarlos en futura biorremediacion.



1.1.2. Formulacion del problema

El mundo sufre grandes problemas de contaminacion, las medidas de mitigacion hacia el
nitrobenceno carecen de informacion cientifica. Los factores abi6ticos y bidticos son
afectados, entre ellos estan: terrenos agricolas, forestales, acuiferos, ambiente, etc. Los
ecosistemas se empobrecen y las pérdidas ecoldgicas son cada vez mayor por efecto del
nitrobenceno. La utilizacion de microorganismos del género Pseudomonas reducen la
contaminacién de este compuesto ayudando a la preservacion del ecosistema para un ambiente
mas saludable en los seres vivos. (Coémo la aplicacion de bacterias con potencial de
degradacion de productos xenobioticos incide en la biodegradacion de nitrobenceno a nivel in

vitro?

1.1.3. Sistematizaciéon del Problema

e ;Como influira la aplicacion de bacterias del género Pseudomonas spp? en medios de

cultivo contaminado de nitrobenceno?

e ;Cual tratamiento tendrda una mayor concentracion celular en el tiempo de estudio
tomando en consideracion el efecto de las Pseudomonas spp en las variables a

estudiar?

e ;Se puede ejercer un control bioldgico eficiente mediante la aplicacion de las

Pseudomonas spp en medio contaminado con nitrobenceno?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de biodegradacion de nitrobenceno mediante la aplicacion de

Pseudomonas spp a nivel in vitro.

1.2.2. Objetivos especificos

e Seleccionar la cepa idonea de bacterias biodegradadoras de nitrobenceno.
e Determinar el grado de tolerancia de Pseudomonas spp. en nitrobenceno.
e Cuantificar la curva de crecimiento de Pseudomonas spp. para biodegradacion de

nitrobenceno.



1.3.  Justificacion

La contaminacion es un entorno que cada vez crece a nivel mundial, la industrializacion tiene
un mayor porcentaje de interaccion con el medio ambiente, en este contexto el efecto nocivo
del nitrobenceno es mayor. El uso de microorganismos del género Pseudomonas posibilita
una nueva alternativa para la mitigacién de componentes aromaticos de toxicidad alta. Las
ventajas del uso de microorganismo es el crecimiento elevado en menor cantidad de tiempo,
esta cualidad ayuda en efecto a descontaminar lugares con contaminacién de nitrobenceno en

menor tiempo.

La seleccién de bacterias del género Pseudomonas permite evaluar la eficiencia del
microorganismo frente a compuestos aromaticos de alta toxicidad, la generacion de curvas de

crecimiento nos ayuda a referenciar la actividad metabodlica del microorganismo en estudio.

El uso de Pseudomonas a nivel in vitro tiene gran importancia en los distintos trabajos
investigativos. La falta de informacion sobre bacterias con capacidad biorremediadora de
nitrobenceno permite generar nuevas interrogantes sobre su comportamiento en

descontaminacion.
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CAPITULO I
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual

2.1.1. Compuestos organicos persistentes

La eficiencia de eliminacién de compuestos orgénicos persistentes fue entre 75y 85% cuando
aguas residuales fueron tratadas solo por proceso aerébico, mientras el proceso acidogénico-
aerdbico resultd mas del 95% (6). La aparicion de particulas de plastico en el medio ambiente
acuatico ha generado una enorme preocupacion en los Gltimos afios. Los comportamientos de
sorcién de compuestos organicos nocivos por particulas plasticas pueden aumentar sus
concentraciones en varios érdenes de magnitud que influyen en su transporte global en el

medio marino (7).

La principal ventaja del proceso de dos etapas descrito es que la reduccion del nitrobenceno
mediante el pretratamiento anaerobico reduce drasticamente la emision mediante la
eliminacion durante el tratamiento aerdbico (7). Los contaminantes organicos persistentes, es
decir, compuestos organicos toxicos de larga duracién, como los PCB vy las dioxinas que han
llegado al medio ambiente, constituyen el tema de un programa de investigacion lanzado en

1991/92 por la Agencia Sueca de Proteccion Ambiental de acuerdo a (8).

Las mediciones de contaminantes organicos persistentes (POP) en el aire y la deposicion se
han llevado a cabo en sitios costeros y marinos en la costa oeste sueca, las mediciones
mostraron una deposicidn continua de COP, aqui representada por PAH, PCB y HCH, en la
superficie del mar del Skagerrak, sin embargo los flujos de deposicion también pueden verse

afectados por fuentes locales (9).

2.1.2. Benceno

El benceno se deriva de los combustibles fosiles, particularmente el petréleo, y la reforma de
alcanos de cadena lineal, asi como de la combustion incompleta en volcanes, humo de
cigarrillos e incendios forestales, es un contaminante ambiental organico ubicuo, altamente
toxico y cancerigeno, la exposicion acumulativa al benceno de 400 ppm-afios es equivalente
a una exposicién media anual de 10 ppm durante una vida util de 40 afios; 10 ppm es el
estandar actualmente exigible en los Estados Unidos para la exposicién laboral al benceno
(10).
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2.1.3. Mecanismo de transporte de un COP

El mecanismo de transporte planetario de un COP depende de la temperatura; en un proceso
conocido como “efecto saltamontes” o “grasshopping”(26) estos compuestos quimicos
“saltan” alrededor del planeta, en los lugares calidos, se dejan llevar por el viento y las
particulas de polvo, se precipitan en la tierra en lugares templados, luego se evaporan y siguen
desplazandose. A medida que estas sustancias se alejan del Ecuador encuentran climas méas
templados con menos evaporacion. El resultado es un desplazamiento general de los

contaminantes hacia los polos y las zonas montafiosas (27), como se muestra en la Figura 1.

Latitudes altas Destilacion global
Deposicion > evaporacion Con fraccionamiento segun la
Latitudes medias movilidad global
Ciclos estacionales de
deposicion y evaporacion Ala movilidad
Transporte K / : Movilidad
atmosférico relativamente alta
a gran distancia - > -
ransporte Movilidad

oCeanico | 5 relativamente baja

Baja movilidad

Efecto saltamontes o

Bajas latitudes
“grasshopping”

Evaporacion > deposicion

Figura 1. Transporte de COPs a larga distancia. (28) (26).

2.1.4. Compuestos Nitroaromaticos

Existen un grupo de COPs denominados compuestos nitroaromaticos. Estos son liberados a

la biosfera casi exclusivamente desde fuentes antropogénicas (30).

2.1.4.1. Nitrobenceno

Es un compuesto formado por un anillo aromatico y sustituido en uno de sus carbono con un
grupo nitro, uno de los 50 quimicos industriales que son producidos en mayor cantidad por
Estados Unidos; en el afio 1995 se produjeron sobre 720000 toneladas (32), contiene 100%
de Compuestos Organicos Volatiles (COV) (20),su férmula CsHsNO., peso molecular:

123.1094 (33), conocido por los nombres comerciales Benceno, nitro-, Esencia de Mirbane,
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Esencia de Myrbane o Aceite de Mirbane (34), éste se obtiene por la nitracion del benceno
con una mezcla de agua, acido nitrico y acido sulfurico concentrados, denominada mezcla
sulfonitrica o simplemente mezcla &cida, su produccion es uno de los procesos mas peligrosos

realizados en la industria quimica debido a gran exotermicidad de la reaccion (AH = —117
kJmol?) (35).

0 Q

T H '
+ Nt T = M.

[ e

O O

Figura 2. Estructura quimica del Nitrobenceno.

2.1.4.2. Toxicidad acuatica aguda del nitrobenceno

Se denomina Dosis Letal Media (DLso) a la dosis de una sustancia que resulta mortal para la
mitad de un conjunto de animales de prueba (36). Los valores de DLso son usados con
frecuencia como un indicador general de la toxicidad aguda de una sustancia, como en el caso
del pez cebra (Danio rerio), con 92 mg L en un tiempo de exposicion de 96 h. El

nitrobenceno es nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos (20).

La concentracion efectiva media maxima (ECso) se refiere a la concentracion de un farmaco,
anticuerpo o toxico que induce una respuesta a medio camino entre la linea de base y la
méaxima después de un tiempo de exposicion especifico (36), como sucede con Daphnia
magna con 27 mgL™ en 48 h de exposicion y para algas la reduccion de la tasa de crecimiento
(ErCso) a 18 mg L™ en 96 horas (20).

2.1.4.3. Toxicidad acuatica crénica del nitrobenceno

El nitrobenceno puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuatico, en peces la DLso es 0,002 mg L™ a 23 dias y la concentracion mas alta a la que no
se observa efecto (NOEC) son 5 mg Lt a 14 dias, en microorganismos el crecimiento (CEbx)
20% un valor de 1000 mg L a 30 minutos (20).
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2.1.5. Biodegradacion

Cuando se habla de biodegradacion, se habla de la remocion de compuestos toxicos
empleando una diversidad de organismos vivos, principalmente algas, bacterias y hongos,
cada uno de estos con la capacidad de llevar a cabo el rompimiento de estructuras moleculares
de compuestos organicos a través de la biotransformacion en metabolitos menos complejos y

la mineralizacion de los mismos (37).

2.1.5.1. Biodegradacion de compuestos aromaticos

El tratamiento biol6gico o biorremediacidn, es el mejor proceso utilizado para la degradacién
de compuestos aromaticos mediante el empleo de organismos Vvivos, por ser un proceso de
bajo costo y amigable con el ambiente. Ciertos organismos tienen la capacidad de degradarlos
gracias a que contienen las enzimas degradativas involucradas en las rutas metabolicas de
dichos compuestos (37) (38). En la degradacion aromatica, la clave es la ruptura del anillo
bencénico (26). Este mecanismo requiere en su mayoria la presencia de moléculas de oxigeno

para iniciar el ataque enzimatico al anillo aromatico.

La ruta tipica para metabolizar fenol es hidrolizando el anillo benceno para formar catecol y
después abrir el anillo por orto 0 meta oxidacion y seguir rutas especificas de cada organismo
(39). Los hidrocarburos aromaticos son biotransformados en metabolitos menos complejos, y
a traves de la mineralizacion, son transformados en H2O y CO> (procesos aerobicos) o en CHs
(procesos anaerobios). En estudios realizados anteriormente, sugieren que compuestos con
menor peso molecular tienden a ser degradados en mayor cantidad en comparacion con

aquellos de mayor peso molecular (40) (37).

Por otro lado, la capacidad del organismo para la degradacion de compuestos es caracterizado
por diferentes variables del medio (37), como: Naturaleza quimica y concentracién del
compuesto degradado: Grado de toxicidad que influencia en el crecimiento de la cepa;
Condiciones del cultivo: Concentracion inicial de células, oxigeno disuelto, temperatura y
demas factores fisicoquimicos; Cambios en: pH, temperatura, concentracion de sustrato y
adicién de otras fuentes de carbono (40);Caracteristicas cinéticas de crecimiento microbiano:
Grado especifico de crecimiento (l), constante de inhibicion (Ks), coeficiente de rendimiento
(YY), rango de degradacion (Q) (41).
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2.1.6. Tratamientos Bioldgicos (Biorremediacion)

Esta técnica utiliza el metabolismo de diferentes microorganismos para utilizar diferentes
hidrocarburos como Unica fuente de carbono y de energia, con el fin de degradar o transformar
los contaminantes a productos metabdlicos inocuos o de menor toxicidad (42) (37).

2.1.7. Degradacion por bacterias

La mayoria de los microorganismos capaces de degradar estos compuestos son aislados de
suelos o sedimentos contaminados (43). Existen microorganismos, entre ellos tres especies de
Pseudomonas, conocidas por su habilidad de emplear compuestos aromaticos como Unica
fuente de carbono y que son citados repetidamente en la literatura por poseer una notable
capacidad de degradar gran cantidad de compuestos aromaticos en concentraciones
considerables y en tiempos relativamente cortos (37) (41). Dentro de los organismos con
capacidades degradadoras, las bacterias han sido las mas estudiadas y frecuentemente
utilizadas en estrategias de biorremediacion (44) (45) (46) (47).

Un gran numero de microorganismos con capacidades degradadoras han sido aislados y
caracterizados. Se ha descrito la biodegradacion de compuestos nitroaromaticos tanto por
microorganismos aerobios como anaerobios (48). Los cultivos estrictamente anaerdbicos
altamente enriquecidos, se ha descrito que el benceno es mineralizado de forma cooperativa
por dos o mas organismos diferentes, (45) se han identificado varias vias metabdlicas
aerobicas para la degradacion del benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX), que son
proporcionadas por dos sistemas enzimaticos (dioxigenasas y monooxigenasas). La
monooxigenasa ataca al metilo o etilo del anillo aromatico, que posteriormente se transforman
por varias oxidaciones en los correspondientes pirocatecoles sustituidos o fenilglioxal,
respectivamente y la dioxigenasa ataca el anillo aromatico con la formacién de compuestos 2-

hidroxi-sustituidos.

9" i
NO, NH NH Jy
nbzA hab4 OH H.C COOH
—» — — — —— — ——p =
amnABCEDFGH Pirurato
Nitrobenceno Hidroxilaming- 2-ammaofenol HC +
bencenas N

Acetaldehido

Figura 3. Via catabdlica de nitrobenceno.
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2.8. Serratia marcescens

Es una bacteria gramnegativa en forma de baston con una temperatura de crecimiento dptima
de 28 °C, posibilita la solubilizacién de fosfato mineral de S. marcescens rsc-14 en un medio
quimico que contenga fosfato insoluble. Varias enzimas antioxidantes, como la superéxido
dismutasa, la catalasa y el glutation peroxidasa, y el glutation reducida producida por RSC-14
pueden permitir que las plantas toleren y desintoxiquen Cd, las enzimas antioxidantes también
pueden contribuir colectivamente al alivio del estrés oxidativo causado por la acumulacion
intracelular de Cd, (46) (47), se aislaron de lodos contaminados con nitrobenceno tres cepas
bacterianas, Arthrobacter sp. NB1, Serratia sp. NB2 y Stenotrophomonas sp. NB3 con
potencial degradador de nitrobenceno a una concentracion inicial de 400 mg / L, el cultivo
mixto de estas cepas podria mejorar la degradacion del NB en comparacion con el

monocultivo.

2.9. Pseudomonas spp

Pseudomonas pseudoalcaligenes es capaz de usar NB como Unica fuente de energia al carbono
y nitrogeno, e indica que la via catabolica implica la reduccion de nitrobenceno a
nitrosobenceno y luego a hidroxilaminobenceno (48); Cada uno de estos pasos requiere 1 mol
de NADPH. Se demostré que el canal de drenaje contaminado y tres sitios rio abajo eran
similares, porque tenian bacterias del grupo Betaproteobacterias, principalmente agrupados
en Comamonadaceae, como el grupo dominante de bacterias, y todos tenian Firmicutes,
principalmente como Clostridium spp. Estos resultados sugieren que estos dos ultimos grupos
de bacterias pueden desemperiar funciones potenciales en la degradacion y desintoxicacion de

nitrobenceno en los entornos de rios contaminados actuales (49).

2.10. Acinetobacter spp.

EINB se degradé como Unico recurso de carbono y nitrogeno por parte de Micrococcus luteus,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Comamonas sp., Acinetobacter sp. y Rhodococcus sp. en el
lodo granular aerdbico cultivado en el reactor SBR y no se inhibi6 por la concentracién de
nitrobenceno de hasta 600 mg/L(50). El tiempo de aireacién tiene un efecto significativo en
la eliminacién de nitrobenceno, especialmente a menos de 15 h. La carga mas alta de
nitrobenceno fue de 0,33 kg / (m® d) logrando la eliminacion completa. El tiempo de

alimentacion y la carga de choque tuvieron poco efecto sobre la eliminacion de NB.
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2.2. Marco referencial

2.2.1. Estudio funcional de la via de degradacion de 2-aminofenol presente en
Burkholderia xenovorans 1b400 y sus posibles aplicaciones en biotecnologia ambiental
(Valparaiso-Chile 2009).

Este estudio constituye un aporte a futuras aplicaciones en biotecnolégica ambiental de
procesos de descontaminacion de compuestos nitroaromaticos. Burkholderia xenovorans
LB400 es una de las diez bacterias mas importantes descritas para la degradacion de
contaminantes organicos persistentes (COPs). Su genoma muestra la presencia de un nimero
importante de genes catab6licos asociados a la degradacién de compuestos aromaticos. Dentro
de los genes catabdlicos, la cepa LB400 posee genes relacionados con la degradacién de
compuestos nitroaromaticos. Uno de los compuestos nitroaromaticos de especial interés en
términos ambientales es el 2-aminofenol, cuya via de degradacion codificada por los genes

amn esta presente en B. xenovorans LB400 (52).

2.2.2. Optimizacion de un consorcio bacteriano para la degradacion de nitrobenceno
(Zhejiang-China 2011).

Tres cepas bacterianas, Arthrobacter sp. NB1, Serratia sp. NB2 y Stenotrophomonas sp. NB3
se aislaron del lodo contaminado utilizando nitrobenceno como unica fuente de carbono y
nitrégeno. Se observo que las tres cepas podian degradar el nitrobenceno a 400 mg / L. La
concentracion inicial y el cultivo mixto de estas cepas podrian mejorar la degradacion de
nitrobenceno en comparacion con el monocultivo. El disefio de la mezcla se utiliz6 para ajustar
las proporciones de cada cepa y la proporcion Optima de tamafio de inoculacién fue
NB1:NB2:NB3=4:4:5, donde el porcentaje de degradacion de nitrobenceno fue dos veces
mayor que para la cepa simple. Los resultados del disefio de Plackett-Burman indicaron que
Mg?*, Ca?*, Fe?*, Zn?* y Mn?* tuvieron un resultado efecto positivo, sobre la degradacion del

nitrobenceno, mientras que Cu?* y Co?* tuvieron un efecto negativo sobre él (53).
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2.2.3. Toxicidad y degradacion microbiana de nitrobenceno, monocloronitrobencenos,
polinitrobencenos y pentacloronitrobenceno (2014).

El nitrobenceno y sus derivados (NBD) son compuestos altamente toxicos que han sido
liberados al medio ambiente por actividades antropogénicas. Muchas bacterias y hongos se
han caracterizado por su capacidad para degradar los NBD. También se ha estudiado la
caracterizacion bioquimica y molecular de la degradacion microbiana de los NBD. los perfiles
de toxicidad y degradacion de nitrobenceno, monocloronitrobencenos, polinitrobencenos y
pentacloronitrobenceno. Esta revision aumentara nuestra comprension actual de la toxicidad

y la degradacion microbiana de los NBD (54).
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CAPITULO 111
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.



3.1. Localizacion del area de estudio

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo Campus Universitario “Manuel Haz Alvarez”,
ubicado en la ciudad de Quevedo, provincia de Los Rios, Km. 1%/, de la via Quevedo — Santo
Domingo de los Tséchilas. Sus coordenadas geograficas son 01° 017 de latitud Sur y 79° 47”
de longitud Occidental, ubicada a una altura de 73 msnm.

3.2. Tipo de investigacion

3.2.1. Experimental

El estudio posee las cualidades de una investigacion de tipo experimental, puesto que se
realiz6 la manipulacion directa de las variables en estudio: tipo de microorganismos
caracterizados de suelo contaminado con pesticidas. A través del analisis en laboratorio se
procedio a la seleccion de los microorganismos y clasificacion de los mismos, empleando
todos los estandares nacionales e internacionales que rigen la microbiologia del suelo y del

medio ambiente.

3.3. Método de investigacion

En esta investigacion se aplico el método inductivo, deductivo, experimental y bibliografico

con el fin de seleccionar bacterias con potencial en biodegradacion de nitrobenceno.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

3.4.1. Fuentes primarias

En las fuentes primarias se usaron libros, revistas cientificas y de entretenimiento, periddicos,
diarios, documentos oficiales de instituciones publicas, informes técnicos y de investigacion
de instituciones publicas o privadas, patentes y normas técnicas para optimizar los recursos
de la investigacion, ademas se tratd en lo posible de reducir los riegos dentro del area de

trabajo, durante el monitoreo y el procedimiento a verificar en el laboratorio.
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3.4.2. Fuentes secundarias

En las fuentes o informaciones secundarias se empled enciclopedias, antologias, directorios,
libros o articulos que interpretan otros trabajos que validen todos los procesos de la
investigacion, como las pruebas bioquimicas realizadas a los microorganismos y la fase de

crecimiento en medios de cultivo selectivos.

3.5. Materiales y equipos

3.5.1. Materiales de laboratorio

%+ Puntas blancas de micro-pipeta (0.2-10ul)

%+ Puntas amarillas de micro-pipeta (2-20ul y20-200 pl)
%+ Puntas azules de micro-pipeta (100-1000pl)

%+ Papel toalla

% Papel filtro

+¢+ Juego de micro-pipetas (0.2-10pl, 2-20pl, 20-200ul y 100-1000pul)
¢+ Frascos Chopp de vidrio (500 ml)

¢+ Tubos de Eppendorf (0.6 ml y 1.5 ml)

¢+ Papel parafilm

% Cajas Petri

%+ Guantes quirurgicos talla M

¢ Tijeras quirargicas

3.5.2. Material de oficina

%+ Cuaderno
%+ Computador
% Lapiceros

+* USB pendrive

3.5.3. Equipos de laboratorio

% Neverade -20 °C
«» Balanza electronica

+ Campana extractora de gases
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« UV transiluminador

X/
*

% Cabina de flujo

%+ Camara fotogréafica
+ Bafio Maria

% Centrifuga

% Congelador -40 °C
s Vortex

% Horno Microondas
% Cémara de flujo laminar
% Autoclave

% Agitador

% Estufa

¢+ Destilador de agua

%+ Microscopio

3.6. Reactivos

El compuesto aromatico nitrobenceno se obtuvo comercialmente de J.T. Baker Chemical Co,
cuya pureza del compuesto es del > 98%. Se prepar6 una solucion de nitrobenceno 1 mM en

acetona (1 % v/v concentracion final en solucion).

3.7. Disefio de la investigacion

3.7.1. Disefio para la seleccion de cepas biodegradadoras

Para la seleccion de las cepas con potencial de biodegradacion de nitrobenceno se empled un
disefio completamente al azar (DCA) con 14 tratamientos en tres repeticiones los cuales

corresponden a las 12 cepas bacterianas mas un control positivo y un control negativo. (Tabla
1).

Tabla 1. ADEVA de ensayo de seleccion de la cepa iddnea biodegradadoras de nitrobenceno.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 41
Tratamientos 13
Error 28
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3.7.2. Disefio para la determinacion el grado de tolerancia de Pseudomonas spp. en
nitrobenceno

Se determiné el grado de tolerancia de las bacterias en estudio en medio contaminado con
nitrobenceno, empleando un disefio completamente al azar (DCA) conformado por 5
tratamientos en tres repeticiones los cuales correspondieron a las 5 cepas bacterianas con

potencial biodegradador de nitrobenceno (Tabla 2).

Tabla 2. ADEVA para determinacion del grado de tolerancia.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 14
Tratamientos 4
Error 10

3.7.3. Disefio para cuantificar la curva de crecimiento de Pseudomonas spp. para

biodegradacion de nitrobenceno

Para la cuantificacion de la curva de crecimiento por parte de las bacterias en estudio se
emple6 un disefio completamente al azar (DCA) considerando un unico factor que
correspondio a las cepas bacterianas, inoculadas en un medio de cultivo a una concentracion

de 600 ppm de nitrobenceno, conformando 5 tratamientos en tres repeticiones (Tabla 3).

Tabla 3. ADEVA para cuantificar la curva de crecimiento.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 14
Tratamientos 4
Error 10

3.8. Manejo del experimento
3.8.1. Seleccidon de cepas biodegradadoras

Para seleccionar las cepas con capacidad de degradacion de nitrobenceno se realizaron
pruebas bioquimicas basadas en la degradacion de compuestos minerales y emision de
enzimas, las bacterias se incubaron por 24 horas en medio de cultivo King B antes de la

realizacion de las pruebas bioquimicas para facilitar el crecimiento de la biomasa bacteriana.
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En medio de cultivo minimo M9 se inoculd las bacterias previamente crecidas en matraces
con capacidad de 50 ml y se procedio a contaminar con 600 ppm de nitrobenceno luego se
dejé incubar por 48 horas. Todas las bacterias que formaron parte de los ensayos fueron
seleccionadas por su capacidad de crecimiento en condiciones de alta contaminacién de
nitrobenceno (600 ppm), y la reaccion a las siguientes pruebas bioquimicas: Medio de cultivo
Pikoskaya (fosforo), Medio de cultivo NBRIP (potasio), Prueba de Ureasa (nitr6geno),
Prueba de catalasa (perdxido de hidrdgeno).

Se realiz6 un registro fotogréafico para determinar la reaccién en base al cambio de tonalidad
del medio y generacién enzimatica como la prueba de catalasa que reacciona por la adicion
de perdxido de hidrogeno, mostrando globulos concéntricos de forma acelerada al contacto
con la bacteria.

3.8.2. Conservacion de las cepas bacterianas

Para la conservacion de las cepas bacterias se dejé crecer a 28 °C durante 48 horas hasta
mostrar turbidez en el medio, se esterilizaron criotubos en autoclave a 20 PSI durante 40
minutos para liberarlos de contaminantes, luego se llen6 cada tubo con 800 microlitros de
cultivo bacteriano y 200 de glicerol se mantiene en fase de adaptacion durante 24 horas a -20
°C transcurrido este periodo se llevaron a ultra congelacion para quedar conservadas durante

un tiempo de 3 afios.

3.8.3. Medios y condiciones de cultivo empleados para Pseudomonas

El medio minimo utilizado para cultivar Pseudomonas fue el medio mineral M9 (49), que
contiene; hidrogeno fosfato de sodio (Na2HPO4) 50 mM, fosfato monopotéasico (KH2PO4) 22
mM, cloruro de sodio (NaCl) 85mM, cloruro de amonio (NH4ClI) 7,5 mM. El medio de cultivo
M9 se coloco en placas Petri, con las cepas bacterianas previamente incubadas por 48 horas
sobre el medio contaminado. Las bacterias que mostraron crecimiento colonial en el medio de
cultivo contaminado con 600 ppm de nitrobenceno fueron seleccionadas para los ensayos de

absorbancia para determinar su grado de tolerancia al contaminante.
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Como control positivo se utilizé la cepa Pseudomona veronii R4 la cual degrada NB y como
control negativo se utilizé una cepa de Serratia marcescens la cual no posee la capacidad de
degradarlo.

3.9. Pruebas bioquimicas

3.9.1. Prueba de fésforo

Para el ensayo de fosforo se utilizo el medio de cultivo Pikoskaya compuesto; glucosa 10 g/L,
nitrato de potasio 5g/L, cloruro de potasio 0,2 g/L, sulfato de amonio 0,5 g/L, sulfato de
magnesio 0,1 g/L, sulfato de manganeso trazas 0,1 g/L, purpura de bromocresol 0,125 g/L,
agar 15 g/L, Ph 7,0 £ 2. Se procedi6 a evaluar 48 horas después de la incubacién, el cambio
de color del medio de cultivo fue el indicador de una reaccion positiva.

3.9.2. Prueba de potasio

En esta prueba se empled el medio de cultivo NBRIP compuesto por: Glucosa 10g/L,
carbonato de calcio 3g/L, fosfato de potasio 2g/L, sulfato de magnesio 0,5g/L, cloruro de sodio
1g/L, Cloruro de potasio 0,2g/L, sulfato de amonio 0,1g/L, agar 25 g/L, Ph 6,8 g/L, purpura
de brocrisol 0,003 g/L. Las cepas bacterianas fueron incubadas en tubos de ensayo de 10 ml
por un periodo de 48 horas a 28 °C, el cambio de coloracion es el indicativo que existe una

degradacion del compuesto.

3.9.3. Prueba de ureasa

Esta prueba estd compuesta por: digerido pancreéatico de gelatina 1g/L, dextrosa 1g/L, cloruro
de sodio 5¢/L, fosfato de potasio 2 g/L, urea 20g/L, rojo fenol 0,012 g/L, Agar 15 g/L, 4cido
citrico 2 g/L, Ph 6,8 a 25 °C. En cajas Petri con el medio agar urea se realizé la siembra
mediante técnica del agotamiento de asa, incubado a 28°C durante 24 - 48 y 72 horas, el
cambio de tonalidad del color &mbar claro inicial a un rosa intenso (fucsia). Las bacterias
producen una alta cantidad de enzima en el medio de cultivo, motivo por el cual modifica su

coloracioén a fucsia.
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3.9.4. Prueba de catalasa

Fueron inoculados los microorganismos en cajas Petri que contenian agar nutritivo incubadas
a 28°C durante 24 horas, luego del periodo de incubacion se tomo una pequefia porcién de la
biomasa bacteriana en un cubre objeto y se adicionaron 3 microlitros de peréxido de hidrégeno
para inducir la reaccion enzimatica lo cual produce la emision de pequefias burbujas en caso

de ser positiva.

3.10 Elaboracién de arbol filogénico para agrupamiento de caracteres bioquimicos

Se gener6 un arbol filogenético con el programa estadistico MEGA 6 agrupando todas las
caracteristicas bioquimicas de las bacterianas, luego se transformé en codigos binarios que
permitieron la discriminacion y agrupacion de las mismas, cada grupo conformado se

comparo con el crecimiento a 600 ppm de nitrobenceno para su seleccion.

La historia evolutiva se infiere utilizando el método de méxima verosimilitud basado en el
modelo Tamura-Nei. Los arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron aplicando
el método de union de vecinos a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el
enfoque de méxima verosimilitud compuesta (MCL). El arbol se dibuja a escala, con
longitudes de rama medidas en el nimero de sustituciones por sitio. Se eliminaron todas las
posiciones que contienen vacios y datos faltantes. Hubo un total de cinco posiciones en el

conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGAG.

3.11. Seleccién de bacterias tolerantes a nitrobenceno

Se inocularon 20 ul de cultivo bacteriano en medio de cultivo contaminado con 600 ppm de
nitrobenceno, durante 5 dias a temperatura ambiente. Se mantuvieron en agitacion constante
para permitir la homogenizacién de la mezcla en un agitador orbital a 120 rpm, los datos de
la longitud de onda se midieron empleando un espectrofotometro con una calibracién (OD600
nm), se utilizaron cubetas plasticas desechables en las cuales en una cabina de flujo laminar
se coloco con la ayuda de una micropipetal ml de la muestra del medio incubado, adicionando

un blanco sin la inoculacién de bacterias.
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3.12. Ensayo para cuantificar la curva de crecimiento de potencial de adaptacion de
nitrobenceno

A las cepas seleccionadas a partir del objetivo uno, se les realiz6 la curva de crecimiento
mediante la determinacion de O. D. y sometidas a pruebas de degradacion con 600 ppm de
nitrobenceno. Los estudios de laboratorio de biodegradacion se llevaron a cabo en condiciones
optimizadas, para evaluar cuantificar la curva de crecimiento del potencial de biodegradacion

de nitrobenceno de cepas aisladas.

En matraces se colocaron 20 ml de medio de cultivo liquido con el contaminante, se intub6
en agitador orbital a 120 rpm a 26 °C por un lapso de 5 dias. Se repiti6 este proceso para cada
una de las bacterias en estudio. Los datos se tomaron cada 12 horas manteniendo las
condiciones de incubacion mencionadas anteriormente. Con los datos obtenidos en el
espectrofotometro se realizd la curva de crecimiento al contenido celular, expresada en dias

para cada una de las cepas estudiadas.

3.13. Anadlisis estadistico

Para la realizacion del procesamiento estadistico, las variables a evaluar fueron sometidas al
andlisis de varianza y a la prueba de Tukey al 95% de probabilidad para establecer la diferencia
entre las medias de los tratamientos. Para esto se utilizo el software estadistico Excel 2016 e
Infostat 2019.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. RESULTADOS

4.1.1. Pruebas bioquimicas para la seleccion de las cepas idoneas

Se comprobd la degradacion de compuestos comunes en el suelo, entre los que se destaca el
fosforo, determinado mediante la prueba Pikoskaya, mostrando alteraciones bioquimicas
expresadas en el cambio de color del medio, a excepcion de las cepas GL3 y GL1 que
desplegaron reacciones negativas sin modificaciones en la colorimetria del medio de cultivo
y crecimiento minimo de colonias. En la reaccion de potasio y ureasa existieron agrupaciones
favorables y reacciones positivas superiores al 60% de las cepas evaluadas. La prueba de
catalasa mostré reaccion positiva para todas las cepas generando resultados favorables al
100%, luego de haber realizado las pruebas iniciales se procedié a comprobar el crecimiento
a 600 ppm de nitrobenceno donde solo mostraron crecimiento las cepas GL3, DICMCcBF,
DICLOmg, CLO Mg y DIC3MBF que fue confirmado por espectrofotometria.

Tabla 4. Reaccion de la degradacion de compuestos.

Cepa Potasio | Ureasa | Fosforo | Catalasa | Crecimiento
600 ppm
Chao ++ ++ + -
R4 ++ ++ + + -
PM 2/12 ++ ++ ++ + -
BO 3/8 ++ + + + -
PM 3/14 ++ ++ + -
GL3 - - - + +
GL1 + - - + -
CP3 - - + + -
DICMcBF ++ + + + +
DIC(1)TEMP ++ + + + -
DICLOmg ++ - + + +
CLO Mg ++ - + + +
DIC 4M ++ - + + -
DIC 3 MBF ++ + + + +

++ mayor crecimiento
+ crecimiento

- sin crecimiento
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Las diferencias en las pruebas bioguimicas de las bacterias seleccionadas en el estudio,
determinaron la capacidad para la solubilizacién de diferentes compuestos como fosforo,
potasio, urea y produccion de enzimas como catalasa. Una de las cepas bacterianas con el
mayor potencial fue DICLOmg que mostré resultados favorables en todas las pruebas
bioquimicas de degradacion, destacando la asimilacion del medio Pikoskaya para la
degradacion de fosforo en un 100 %.

Las cepas DIC3MBF y DICMcBF lograron degradar urea y producir la enzima ureasa,
demostrando su potencial como degradadoras de compuestos nitrogenados y facilitadoras de
amoniaco de fécil asimilacion por organismos autétrofos como las plantas y algas. Las mismas
cepas también produjeron cantidades minimas de catalasa guardando relacion con la

eliminacion del peroxido de hidrogeno, y denotando su funcion protectora extracelular.

La cepa GL3 no mostro resultados favorables en la produccion de enzimas degradadoras de
fosforo, potasio y urea, pero su reaccion ante la produccion de catalasa fue evidente y de gran

potencial.
FOSFORO POTASIO UREA CATALASA
.
DIC3MBF

Figura 4. Seleccidn de cepas por reaccion en medios de cultivo para pruebas bioguimicas de
degradacion.
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4.1.2 Agrupamiento por caracteres bioquimicos.

El &rbol de conglomerados inicial conformd 3 grupos constituidos por: Grupo A (Cha0, R4
PM2/12, BO 3/8, PM 3/8, DIC (1) TEMP, DICMCBF, DIC3MBF); Grupo B (DIC4M, DIC
Omg, CLa Mg, GL1) y Grupo C (GL3, CP3). Cada uno de los grupos asociados al arbol de
conglomerados guardan relacién segin las pruebas bioquimicas realizadas en los ensayos
anteriores, una de las asociaciones mas destacadas son las cepas GL3 y CP3 que fueron
asiladas de suelos agricolas y no presentaron reaccion en las pruebas de potasio y ureasa. En
la asociacion del Grupo B todas presentaron reaccion positiva a la degradacion de fésforo
mediante la produccion de fosfatasa (Figura 5).

Chao

R4

PM 2/12

51| BO 3/8
PM 3/14
DIC(1))TEMP
DICMCBF
DIC 3 MBF
DIC 4M

DIC Omg

CLa Mg

GL1

GL3
7!cP3 O

Figura 5. Analisis de conglomerados a caracteres bioquimicos por el método de Maxima
Verosimilitud. Se muestra el arbol con la mayor probabilidad de registro (-22803.4545). El

porcentaje de arboles en los que los taxones asociados se agrupan se muestra junto a las ramas.
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4.1.3. Seleccion de bacterias tolerantes a nitrobenceno

El modelo de seleccién se enfatizd al crecimiento bacteriano expuesto a nitrobenceno
mediante, confirmacion del incremento celular por medio de valores de absorbancia y
transmitancia obteniendo como resultado que las cepas DICMcBF y GL3 con mayor
contenido de crecimiento celular a 1,23 y 1,18 OD (600nm), respectivamente. Las cepas
DICLOmg, CLO Mg y DIC3MBF presentaron los promedios mas bajos, esto permite una
menor adaptabilidad al nitro benceno lo que condicionaria el crecimiento celular entre (0,130
a 0,309) OD (600nm). El resto de cepas en evaluacion no mostraron crecimiento alguno
revelando baja absorbancia que confirma la inhibicion de crecimiento celular que no superan
los 0,0513 OD (600nm) a 600 ppm nitrobenceno (Figura 6).

m2//12 m DICLOmg DIC3MBF m Cha0 B DICMcBF mGL3 H CLO Mg
W DICAM mCP3 EDIClemp HR4 EGL1 3//14 3//8
1.4000

A

1.2000

1.0000

o
(0]
o
o
o

ia (600 nm)

0.6000

0.4000 B

absorbanc

C
CD D
D D D D D
-——_____ - -

Cepas

0.2000 5 C
D
0.0000 M - -

Figura 6. Grado de tolerancia al crecimiento bacteriano a exposicion con nitrobenceno a 600
ppm en medio M9 por 5 dias . Las barras de error indican xES; diferentes letras indican

diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Tukey).
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4.1.4. Grado de adaptacion de Pseudomonas spp. a nitrobenceno para su biodegradacion

La cuantificacion al grado de adaptacion al medio M9 contaminado con nitrobenceno, se
determiné al crecimiento celular cada 12 horas durante 120 horas, para las cepas de mayor
grado de tolerancia (DICMcBF, GL3, DICLOMG, y DIC3MBF). A los primeros resultado de
adaptacion de las células bacterianas a 12 horas, se verifica un incremento en el contenido
celular de las cepas (GL3, DICLOmg, DICMcBF y DIC3MBF). El crecimiento al aumento
del contenido celular prevalecen para las cepas (GL3, DICLOmg y DIC3MF) a las 36 horas.
Es importante recalcar que la cepa DIC3MBF a las 60 horas, se verifica los puntos mayores
de absorbancia lo que indicaria el mayor contenido celular por esta cepa, donde estaria
captando nitrobenceno y siendo éste empleado como fuente de carbono para consumo y

crecimiento de la bacteria.

Los valores a los parametros fijados por absorbancia descienden a las 72 horas, para la cepa
DIC3MBF a (OD 1,3400), esto refleja la disminucion del contenido celular llegando a su fase
estacionaria. El caso para las cepas (GL3, DICLOmg, DICMcBF) su fase estacionaria al
mayor contenido celular logra establecerse entre (0,873 y 1,443). Este resultado revelaria el
consumo Yy adaptacion al medio M9 con Unica fuente de carbono al nitro benceno, donde los
indices a incremento de la masa celular no se incrementan Illegando a su fase estacionaria para

todas las cepas hasta 120 horas de muestreo registrandose entre (1,281 y 0.977) (Figura 7).

2.5000
—0—GL3 DICLOMG DIC3MBF DICMcBF —@—CLOMg
2.0000
-
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IS
<€ 1.5000
o
S
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©
o 1.0000
@)
0.5000

0.0000

0 12 24 36 48 60

72 84 96 108 120 132 144
Horas

Figura 7. Curva de crecimiento al contenido celular de las cepas (DICMcBF, GL3,
DICLOMG, y DIC3MBF) en medio M9 con nitro benceno por 120 horas.
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4.1.5. Discusién

Las bacterias con capacidad biodegradadora de compuestos organofosforados fueron
seleccionadas en esta investigacion. Las pruebas bioquimicas realizadas a las distintas cepas
de bacterias del género dieron como positivo, se aislaron bacterias con capacidad
biorremediadora de suelos con nitrobenceno y dieron como resultado valores positivos en
pruebas de catalasa, proteasa, ureasa en las cepas Pseudomonas spp. Serratia spp.
Arthrobacter spp, esto se atribuye a la actividad metabdlica de las bacterias para disponer
complejos proteicos, carbono, lipidos en su alimentacién (55). La catalasa es una enzima
comun que se encuentra en casi todos los organismos vivos, tiene una de las mayores pérdidas
de todas las enzimas, ya que posee la capacidad de descomponer mas de un millon de
moléculas de nitrobenceno y otros compuestos (56).

Los microorganismos de Arthrobacter spp, Acinetobacter, Enterobacter producen la enzima
ureasa para secuestrar metales pesados y contaminante de suelos, debido a esta reaccion
enzimatica, el pH del suelo aumentd y se produjo carbonato, lo que da como resultado la
mineralizacion de los iones de metales pesados solubles presentes en el agua del suelo y su
conversion final en carbonatos (57). Las bacterias seleccionadas mostraron altas tasas de
eliminacion, que van desde 88% a 99% de metales pesados después de la incubacion durante
48 h.

Algunas especies bacterianas tienen potencial de mineralizacién y solubilizacion para el
fosforo organico e inorganico, respectivamente(58). La actividad solubilizadora del fésforo
estd determinada por la capacidad de los microbios para liberar metabolitos como los &cidos
organicos, que a través de sus grupos hidroxilo y carboxilo quelan el catién unido al fosfato,

siendo este Ultimo convertido a formas solubles.

Los mayores valores de absorbancia fueron las cepas DICMcBF y GL3 con datos promedio
de 1,23 y 1,18, seleccionando cepas del género Acinetobacter, Comamonadaceae,
Pseudomonas y Thauera obtuvieron valores de espectrofotometria entre 0.7 y 0.8 la mejora
de la eliminacion de nitrobenceno mediante la optimizacion de las condiciones de sedimento
para un mejor crecimiento de las Proteobacterias y Firmicutes indigenas (59). En condiciones

aerobicas, la tasa de degradacion tanto de nitrobenceno como de p-CNB fue solo del 20%,
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esto muestra que la comunidad bacteriana era estable en condiciones anaerdbicas y los

microorganismos, incluido el NBA-1, eran mas resistentes al entorno adverso(60).

La cepa de bacteria NB1 existio como la especie de microorganismo indigena dominante en
el agua subterranea contaminada con nitrobenceno en la ciudad de Jilin (61). Esta cepa podria
ingerir nitrobenceno como la Unica fuente de nutricion de carbono y nitrégeno en condiciones
aerdbicas. Las tecnologias combinadas de biorremediacion in situ de rociado de aire y
bioaumentacion podrian eliminar aproximadamente el 89.56% de nitrobenceno del agua

subterranea, con un pequefio cambio en la biodiversidad.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

e Las altas concentraciones de nitrobenceno en el medio de cultivo inhiben el
crecimiento bacteriano lo que permite la seleccion de las cepas adaptadas a este
contaminante y que tienen la capacidad de usarlo como fuente de energia.

e La cepa de mayor crecimiento fue GL3 desde las 24 horas de evaluacion constante
Ilegando a su fase de mayor crecimiento a las 72 horas después de inoculacion.

e Todas las cepas en el tratamiento de crecimiento a 600 ppm de nitrobenceno mostraron

crecimiento favorable hasta las 96 horas después de la inoculacion.

5.2. Recomendaciones

Evaluar distintas dosis de nitrobenceno para determinar el potencial degradador de estas

bacterias en otros ensayos.
Debido a que las bacterias que formaron parte de esta investigacion fueron seleccionadas por
su capacidad de crecimiento en condiciones de alta contaminacion de nitrobenceno (600 ppm),

podrian ser aplicadas en nuevos ensayos de biorremediacion.

Se recomienda la aplicacion de bacterias para la mitigacion de los efectos nocivos del

nitrobenceno, la eficacia del tratamiento dependera de la constancia de la aplicacion.
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Anexo 1

Rangos mutiltiples ensayo de crecimiento

Bacteria
DICmgBF
GL3
DIC3MBF
CLO
DICOmg
DICAM
CP3
3//14
3//8
Cha2
DIClemp
Chal

R4

GL1

Chao

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo 111)

Medias n E.E.
1,24 3 0,01 A
1,19 3 0,01 A
0,31 3 0,01
0,13 3 0,01
0,13 3 0,01
0,07 3 0,01
0,05 3 0,01
0,03 6 0,01
0,02 3 0,01
0,02 1 0,02
0,02 3 0,01
0,02 1 0,02
0,01 3 0,01
0,01 3 0,01
0,01 1 0,02
F.V. SC gl
Modelo 6,96 14
bacteria 6,96 12
repeticion 2,20E-03 2
Error 0,01 27
Total 6,97 41

CM
0,5
0,58
1,10E-03
4,10E-04

F
1222
1425,22
2,66

o O ©O 0O

p-valor

<0,0001

<0,0001
0,0884
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Anexo 2
Anélisis estadistico objetivo 2

Variable N R? Rz Aj Ccv
96
HORAS 15 0,94 0,9 3,37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,19 6 0,03 21,79 0,0002
REP 0,01 2 3,20E-03 2,16 0,1779
CEPA 0,18 4 0,05 31,61 0,0001
Error 0,01 8 1,50E-03
Total 0,2 14

Anexo 3

Rangos multiples objetivo 2
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,09351
Error: 0,0011 gl: 8

CEPA Medias n E.E.

GL3 1,18 3 0,02 A

DIC3MBF 1,18 3 0,02 A

DICOMG 1,14 3 0,02 A

CLOMG 1,14 3 0,02 A
DICMGBF 0,93 3 0,02 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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