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1. GENERALIDADES

1.1 FENOL

Acldo carbdlico, acido fénico, dcido fenliico, benzofenol, hidréxido de fenilo,
hidroxlbenceno, oxibenceno; son ios nombres con los cuales se le conoce a este -
compuesto tan versatil. Es una clase de compuesto orgénico aromatico en el
cual uno' o mas grupos hidroxllo atacan directamente al anliio del benceno.
{Molina, H. 1865). Runge lo descubridé en el aiquitrdn de hulla; se halla en
pequefia cantidad combinado en la orina.

Se separa de los aceltes de alquitrdn traténdolos con soluclones de sosa
cdustica, se purifica por repetidas destilaciones, repitiendo la operaciény aln a
veces destllando en el vaclo en reciplentes especiales, se obtiene quimicamente
puro, Fig. 1.1,

OH

Fig. 1.1 Fenol
1.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El fenol puro cristaliza en largas agujas incoloras que funden a 425 °C ;
hierve sin alteracion a 180 °C, ~ Basta una cantidad minima de agua para que
se mantenga liquido, aun a temperatura ambiente. Su peeo especifico as 1.084 a
0°Cy 1,070 a 25 °C; tiene clerta solubilidad en agua (9 g por 100 g de agua),
probablemente por la formacién de puentes de hidrdgena con ella,  Es incoloro,
sin embargo; al igual que las aminas arométicas, se oxida con facilidad, por lo que
puede tomar una tonalidad rojiza, s menos de que esté cuidadosamente
puriticado, por Ia presencia de productos de oxidacion; su pK a 26 °C es de 10.0,
el pH de soluciones acuosas es como de 6.0; presenta un olor caracteristico
(4cido fénico,timol): soiuble en agua, muy soluble en alcohal. cioroformo, éter,
giicerol, petrolato, disufito de carbono, combustible; su temperatura de
autoignicion es de 1319 °F, (Morrison y Boyd. 1887).
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La DLsg en ratas es de 530 mg/Kg: en humanos los electos tdxicos por
Ingestion de pequefias cantidades de fenol pueden provocar naucea, vémito,
colapso circulatorio, taquipnea, pardiisis, convulciones, coma, ictericia, necrosis
de boca y tracto gastrointestinal, musrte por paro respiratorio,

Pueden ocurrir envenenamientos fatales por absorcion del corhpueslo sobra
grandes areas de la plel, (Goodman y Gliman, 1991),

El fenol es un compuesto bastante dcldo, distinguléndose marcadamente en
@sto de los alcoholes, menos Acldos incluso que el agua; es decir, reacciona con
el hidréxido de sodio formando agua y fendxido de sadio, en cambio los aicoholes
que son Acidos mas déblies qua el agua, no sufren ia reaccion anterior,

El grupo OH unido al anillo aromdtico lo activa respecto a la substltucién
electrofilica y, al mismo tiempo, ejerce un electo director hacla las posiciones orto
ypara. Los agentes oxidantes son reactivos electrofilicos; como el anliiio
aromdtico det fenol es nucleofilico, puede reaccionar con el agente oxidante
proporclondndole los electrones que éste requlere.La oxidacion pasa por varlas
etapas que cuiminan con fa destruccion del anilio aromatico. (Wingrove,S.A.
1689), ‘

1.3 FUENTE INDUSTRIAL

La creciente demanda por el fencl y el desarrolio de nuevos procesos para su
Ielﬂ;bo:ﬂu:lbn 1o colocan dentro de los principales compuestos de fabricacion a nivel
ustrial,

Por |la cantidad que se produce ocupa uno de ios lugares més altos en ia iista
de compuestos aromdticos sintéticos. Del alquitrén de la hulla se obtiene clerta
cantidad de fenol; la cantidad m4s Importante, sin embargo, es sintética,

. En la actualidad existen diversos métodas Industriales para la preparacion del
mismo. ‘

De ios 7 procesos conocidos paia la obtenclén de fenol, sels emplean
bon:;mo como materia prima bésica y solo uno emplea el tolueno. (Rakoff, H,
1974).

Se tienen entonces 7 procesos de elaboracion de fenol :

.~ Proceso de sulfonacion,

- Proceso de cloracién (Dow),

.- Proceso Raschig.

- Proceso a partir de! cumeno.

- Proceso de cloracion (clorobenceno-carbonato),
.» Proceso de oxidacién de benceno.

.+ Procaso a partir de tolueno.

NOOELD -
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De los procesos anteriormente citades, cuatro son los més ulilizados.

Sulfonacléon. El método mds anliguo que lodavia se encuentra en uso,
cansiste en la fusin de la sal sédica del acido bencensulfénico con hidrdxido de
sodio. A continuacién se presentan las reacciones que se fievan a cabo en aste
proceso :

CeHs + H:SO, ————» GgH5S0.0H + H:0

9CcH:SO:0H + Na2S0; ———— 2CeHsS0.0Na + H;0 + SOq
CoMsSO.0Na + 2NaOH —32Cp CHONa + NaySOs + H,0

CeH:ONa + H® ————» CHOH + Na &

Cloracion (Dow). En este proceso, el clorobenceno se obtiene por
halogenacion directa del benceno con cloro, Posterlormente el clorobenceno se
hidroliza con una soluclén acuosa de hidroxldo de sodio, a 270 °C Y 270 atm.

CeHe + Gl —F2h 5 Ol + HOI

CeHsOl + 2NaOH —12C 5, G,H:ONa + NaCl + H:0
272 atm,

CsHsONa + HC ~———— C;H:OH + NaCl

€l NaCl se electroliza para obtener cloro e hidroxido de sodio, que soh
materlas primas en el proceso. El hidrégeno que se obtiene en la electrélisis se
hace reaccionar con e} cloro para formar el HC! necesarlo,

Raschig. El benceno se clora con HCl y alre, en presencia de un
catalizador aproplado, y el clorobenceno resultante se hidrollza con agua, en
presencia de otro catalizador. ‘

2CeHs + 2HO +O; -—5-:—{")1‘“;5» CaHOl + 2H0

GaH:Cl + H0 —-;-2‘2(‘)3‘-? CsHsOH + HCI
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Cumeno. E! procesc mas reciente y que posiblemente llegue a ser en un
futuro préximo el més importante; o cumeno es el Isoproplbenceno y puede
obtenerse mediante una reaccion de lipo Friedel y Crafts entre benceno y
propileno, en presencia de un dcido de Lewis.

H
CH 3éCH3

FeCl,
+ CH:;CH=CH2 e

Cumeno (91%)

Al ser {ratado con aire, el cumeno se transforma en un hidroperéxido, que se
descompone en medio dcido produciendo fenol y acetona.

00hn

CH;CCH; CHJé‘CH_; OH
0
aire H211,0 H
+ CH3CCH,
60°C - 81 °C
Hidropendxido
decumeno

Esta reaccion da como productos fenol y acetona, que son dos compuestos
quimicos de gran valor comercial. '

1.4 USOS DEL COMPUESTO Y SUS DERIVADOS

1.- Resinas fendiicas

Las resinas fendlicas, por su durabilidad, lisura, resistencia a los agenles
ambientales y propiedades dieléctricas han sldo muy usados en el campo de
polvos moldeables, laminados, adhesivos y resinas de recubrimientos

Bakeilta.- Es el produclo de condensacién que se obtiene calentando el 4cide
fénico con aldehido formico; tiene ¢l aspecio y el comporiamlento de clertas
resinas y de clertas substancias plasticas. Los usos de ja bakelita son
variadfsimos : las soluciones acuosas de la bakelita sirven como barnices para
objetos de madera y de metal; a demds es cas! tan eldstica como el marfil y sirve
por lo tanto para fabricar bolos de billar, boquillas para cigarros, pufios de
parasol, peines, cepilios, botones, discos para fondgrafos, etc, etc.
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Polves moldeables.- Estos polvos se maldean para dar una gran variedad de
productos tales como cajas y bocinas de teiéfono e implementos eléclricos.

Laminados fendlicos.- Se emplean generalmente para partes estruclurales, tales
como hojas, tubos, canales, variilas, elc.

Adheslvos fendlicos.- Estas resinas pueden usarse como polvos, liquidos y en
algunos ¢asos como hojas delgadas. Se emplean coma impermeabilizantes y
muy ampliamente en la manofactura de empaques, aislantes y maleriales
abrasivos .

Recubrimientos de proteccién.- En vista de su excelente resistencia al calor y
muchos productos quimicos, son de aplicacion en el recubrimienta de tanques y
similares. La reaccion de clertos fenoles modificados con formaldehido producen
resinas que cuando se emplean como barnices, proporcionan un recubrimiento de
sacado rdpido, liso y de gran resistencia qufmica.

Resinas epoxi.- Estas resinas termofijas, presentan una variadisima combinacién
de propiedades; su adhesién, su resistencia a prodictos quimicos y agentes
ambientales, asl como su flexibilidad. De excelentes propiedades dieléctricas, se
emplean en Instrumentos eléctricas y electrénicos, En recubrimientos de
exteriores estd su méds Importante aplicacién,

Policarbanatos.- Estos lermopldsticos se producen a partir de bisfanal y fosgeno,
la peculiaridad mas notable de eslas resinas y que explica su popularidad, es fa
resistencia al impacto y a la temperatura.

2.- Patroquimica.

El fenol y sus derivados son extensamente usados en la refinacion de
productos petroquimicos. Solo 0 mezclado con otros solventes, el fenol es usado
en extracciones y contracorriente para eliminar materias Indeseables de los
aceites combustibles.

Es ademés malerla prima para la slaboracién de muchos estabilizadores y

antioxidantes en aceites de motores, creyéndose que estos maleriales dirigen ia
oxidaclén de manera tal que reducen al minimo la formacién de lodos e inhiben ia

corrosion.
3.- Materia prima para productos quimicos.

Se obtlienen productos muy especlatizadas por la alquitacién del fenol, lales
como el p-terbuti-fenal, p-sec-butil-fenol, nonilfenol y e amilfenol. Eslos
productos se usan extensamente en la produccién de resinas fendlicas
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madificadas y enla oblencidn de agentes tensoaclivos no-idnices al reaccionarlos
con etilenc u 6xido de propilenc

El o-sec-bulii-fenal, al nitrarlo a dinitro-o-sec-butil-fenal da un herbicida y
fungicida muy empleado y efectiva.

La cloracidn del fenol, produce los o- y p-clorofencles; el 2,4 diclorafenol,
2,4,5 triclorafeno! y el pentaclorofenol. E1 2,4 dicloro y ¢l 2,4,5 triclaro fenales con
ol dcido cloromonoacético dan los dcidos 2,4 Dy 2,4,5 T, que son herbicidas de
acclon selectiva. El pentaclorofenal encuentra aplicacién como preservalivo de
madera.  El catecol, puede obtenerse del a-clorafenal y el p-ciorofenc! se usa
como intermediario para la falvicacidn de colorantes y productos veterinarios.
{Molina, H. 1963).

4.» Desinfectantes y Conservadores.

£l fenol que fue usado por primera vez por Lister en 1860, en su trabajo para
desarrollar técnicas quinirgicas asépticas, ha sido durante muchga tiempao el patron
con el que se han comparado los otras desinfectantes al valorar su actividad
bactericlda. Muchos olros dasinfectantes de los que hoy se dispone, son muchg
més efectivos y san acllvos a concentraciones considerablemente mas bajas.

(Fuerst, R. 1974).

La Fig. 1.2 muesira la estructura qufmica del fenol y unos cuantos de los
numerosos derivados del feno! que han sido preparados para su uso como
desinfectantes. Estos compuestos actban primordiaimente desnaturalizando fas
proteinas de la céiula y dafando las membranas celulares, - Los cresoles son
varias veces més germicidas que el fenal; el o-fenil-fenal y olros compuestos
fendiicos con muchos sustituyentes son efectivos a grandes diluciones. Los
compuestos fendlicos pueden ser bactericidas o bacleriostaticos, dependiendo de
la concentracidn empleada. Las esporas bacterianas y los virus son méas
resistentea a ellios que las células baclerianas vegetativas. Algunos compuestos
fendlicos son aftamente fungicidas. La actividad antimicrobiana. de los
compuestos fendlicas es reducida por un pH alcalino o por fa materia orgénica.
Las bajas temperaturas y 1a presencia de jabdn también reduciran su actividad
antimicrobiana. Los compueslos fendlicos figuran dentro de los principales
desinfectantes de supericies para objetos inertes. (Pelczar, M.J. et al. 1983).
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OH OH Ot OH OH OH
~CHy
Cliy
Ciy
Fenol 0-Cresol m-Cresol p-Cresol o-Fenilfenol
Ci Cl

CeHyy « 1

OH

Ch,
't H
oH Ohl i
Hexilresoreinol Hexaclorofeno

Fig. 1.2 Fenol y compuestos derivados utilizados como desinfectantes.

El fenol es un bactericlda en solucion al 1 6 2 por ciento; sin embargo, es muy
corrosivo para los tefidos animales. Actualmente hay en el mercadoe diversos
derivados del fenol. Son principalmente de accién coagulante. El fenol puro se
ocupa sobre todo como estandar para valorar a los desinfectantes.

Derivados de fenol. Hay docenas de estos compuestos, |a mayor parte
actuan en forma similar a la del fenol, 0 sea prbbablemente por accidn combinada
de coagulacion toxica y disolvente.

Los mecanlsmas de acclon no estan completamente aclarados, difieren segin
los compuestos, y probablemente también segin las diferentes -especies de
microorganismos. Muchos de estos compuestos disminuyen la- tensién superticial
y tienden a quedar adsorbidos como finas peliculas en ias superficies en las
cuales se han aplicado.. Por lo tanto, su accion resuita prolongada en
comparacion con la que tienen los aicoholes 0 los halégenos, que tienden a
volatillzarse rapidamente.Pueden sefialarse dos ciases generales de derivados de
fenoles : los cresoles, que son parecidos al fenol con grupos metilo (-CHs) unidos
y los difenoles, que estan formados de dos grupos fenoles o derivados. del fenol
unidos directamente 0 mediante algun otro radical.
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Coeficinte fendlico. Algunos desinfectantes, especlalmentoe ias soluciones
acuosas de substanclas quimicamente relaclonadas con el fenol, muchas veces
vienen valoradas segin su actividad bactericida en comparacion con la del propio
fencl. Segun ese sistema, dicese que lienen determinado coeficienle fendiico.
Para determinar el coeficlonte fendfico hay que estandarizar las condiciones de
tlempo, temperatura y concentracion segun las especificaclones de fa United
States Food and Drug Administration (FDA). La técnica estdndar se basa en
determinar el ritmo con el cual una dilucidn determinada (uno en 90} de feno! purg
{dcido carbélico) mata las células de una cepa determinada de Salmenella nphi a
20 °C en 10 minulos. S! en las condiciones estandar un desinfeclante
determinado mate S, ypit en dilucidn de 1:180 en comparacin con la dilucidn de
feno! de 1:90, tlene un coeliciente de fenol de 2

Cosficinte de fenols dilucion de! desinfectante/dilucion de fenot

S! ol coeficinente fendlico es mayor de 1, el desinfectante utilizado es mejor
que ol fenol en las condiclones de la prueba; si tene un valor menor de 1, el
desintectante no es tan bueno como el fenol. (Frobisher, C.A. y Fuerst, R. 1874).

10
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1.4 CONSUMO POR LAS INDUSTRIAS.

En la Tabla 1.1 se ilustra la distribucién de! consumo nacional de fenol,
basada en Ias diferentes industrias que lo emplean como materia prima para sus
diferentes productos.

Comoania "~ Ton. Anusles Uso % del Total

Bakelita de México, S.A 1200 Resinas 26.66
Reichhold Chemicals 900 Resinas 20.00
de México S.A,

Casco Quimica de México S.A. 500 Resinas 11.11
Adhesivos Resistol S.A. 1900 Adhesivos 42.22

y Resinas
TOTAL 5400 100.00

Tabla 1.1. Distribucion del consumo de fenol por Industrias.

Hasta ahora la Industria de resinas es la mayor consumidora de fenol, ya que
alcanza mds del 50% del consumo total, como se puede ver en la Tabla 1.2.

Companig Fabocante

Fie woo:

& en trozos endureabl

clor
Resinas fendlicas para moldeo (En sus formas
de diferentes compuestos).
Resinas fenélicas para moldeo (Balatas).

" Reichhold Chemicals Resinas fendlicas - modificadas cdn brea o
de México, S.A cloroformo
Resinas fendlicas para moldeo (Fundicion),

Casco Quimica Resinas fendlicas liquidas
de México, S.A Resinas fendlicas en polvo
Resinas fendlicas para moldeo

Adhesivos Resistol, S.A. Resinas fendlicas para laminado
Resinas fenclicas para moldeo (Adhesivas).
Tabla 1.2 Utilizacion de fenol para fabricacion de resinas.

"



* Capitulo |

Fenol como materia prima y compuestos derivados

Las industrias consumidoras se encuentran localizadas en el pals, segin lo
muestra en ia Table 1.3.

AT bocatzacidn de su planta

elita de México, S.A.

: Monterrey, N.L.
Reichhold Chemicals de México, S.A.

Col. Ind. Valiejo, D.F.
Casco Quimica de México, S.A. Xalostoc, Edo. de México
Adhesivos Resistol, S.A Col. Ind. Vallejo, D.F.

Table 1.3 Industrias consumidoras de fenol.

El 75% del consumo esta focalizado entre el Distrito Federal y el Estado de
México (Heredia, A. 1986).
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Capitulo 2 Degradacion de compucstos aromiticos por microorganismos

2. DEGRADACION DE COMPUESTOS AROMATICOS POR
MICROORGANISMOS

2.1 GENERALIDADES

€l catabolismo  de compuestos aromaticos por parte de los
microorganismos, canstituye un paso esencial en el ciclo del carbono, en relacién
a la oxidacién de productos naturales y compuestos aromaticos adicionados al
medio ambiente por las actividades realizadas por el hombre, (Dagley, S. 1978).

Aungue los compuestos aromaticos raramente predominan entre los
sustratos orgdnicos que llegan al suelo, representan un grupo importante de
sustancias que estdn sujetas al ataque por parte de la microflora. Los tejidos
vegetales contienen compuestos sencillos, monociclicos, que poseen anillos de
benceno, asi como moléculas mas complejas tales como flavonoides, alcaloides,
terpenos y taninos.

Con frecuencla, los hongos y actinomicetos producen melaninas, y estas
son polimeros de unidades aromaticas. Varios aminodcldos en las protelnas y
muchas de las sustancias quimicas slntéticas que se usan para el control de
plagas son hidrocarburos arométicos modificados.

Estas sustancias representan para la comunidad microbiana, un amplio
conjunto de sustratos para degradarios. Més aun, como muchas de las sustancias
aromaticas son fitotdxicas, su destrucclén es esencial para prevenir la creacidn de
condiciones desfavorables para el crecimiento vegetal. Bajo ciertas condiciones,
en lugares donde el metabolismo aerdbico activo es bioqueado, pueden
acumularse tales compuestos en el suelo en concentraciones que pueden
perjudicar a las plantas superiores.

De este modo los compuestos aromaticos constantemente se encuentran
disponibles para fa microfiora en forma de humus, tejidos vegetales y células
microblanas en descomposicion, asi como sustancias quimicas sintéticas que se
aplican en relacién con las actividades agricolas. Por ejemplo, cuando la paja del
arroz se descompone, se liberan los 4cidos p-hidroxibenzdico, vainflico; p-
cumdrico, fertlico y siringico; por lo que algunos suelos pueden contener los
mismos compuestos, a veces en concentraciones de 2 a 8 pmol/g de suelo.
(Alexander, M. 1978).
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Capitulo 2 Degradacion de compuestos aromaticos por microorganismos

También se encuentran en varios suelos el benceno, tolueno, xileno,
etilbenceno y naftaleno, provenientes de procesos industriales los cuales son
desechados a este medic. Tales moléculas por lo general existen en un estado
dinamico, siendo sintetizadas y destruidas, pero la ausencia de toxicidac
demuestra que los heterdirofos continian sirviendo como agentes efectivos y
potentes para la detoxicacion.

Muchos miembros de la microflora del suelo metabolizan hidrocarburos
aromdticos y sus derivados. Existen microorganismos especificos que
descomponen moléculas tales como el fenol, naftaleno y antraceno que contienen
uno, dos y tres anillos de benceno respectivamente. Aparentemente, las bacterias
son el grupo microbiano dominante relacionado con la mineralizacidon de
compuestos de este tipo, principalmente las especies de Pseudomonas,
Mycobacterium,  Acinetobacler, Arthrobacter y  Bacillus; tambien los
estreptomicelos y los hongos, pueden participar en la descomposicidon de
hidrocarburos aroméaticos.

Las bacterias relacionadas con la descomposicién aerdbica estan
ampliamente distribuidas y casi todos los suelos contienen organismos que se.
desarroilan en una gran variedad de estos compuestos. Asi encontramos que
todos ios hidrocarburos aromélicos que se encuentran naturalmente y muchos de
los que son sintelizados por los quimicos en el faboratorio son metabolizados. Las
especies que realizan las transformaciones no son especiticas para el sustrato,
ya que ulilizan azdcares sencillos o dcidos organicos asi como {os hidrocarburos.
(Edwars, H.V. 1970).

Es dificil hacer una consideracion del metabolismo de aromaticos debido
al desconcertante conjunto de productos naturales y sintéticos que son alacados
Sin embargo, aunque las faces Iniciales de fas vias metabdlicas de degradacion
son diferentes, las reacciones se orientan en una direccion tal que sdlo se
producen pocos intermediarios comunes, los cuales son entonces metabolizados
mediante unos cuantos procesos esencialmente semejantes. Los intermediarios
més comunes son el catecol, acido protocatéquico y, en menor grado, el &cido
gentisico. {Leahy, J.G. y R.R. Coiweli. 1990),

El conceplo de una concentracion maxima o de un umbral, para la
degradacion de hidrocarburos, puede aplicarse también a los ecosistemas
terrestres.

La importancia en determinar que tan répido se consume un hidrocarburo

por biodegradacion, lo cual resulta en el incremento del potencial de oxidacion de -
hidrocarburos, se conoce como adaptacion. (Song. H.G. y R. Bartha, 1990).
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Capitulo 2 Degradacion de compuestos aromdticos por microorganismos

L.os tres mecanismos por los cuales puede ocurrir fa adaptacion son :
1} Induccion y/o desrepresion de enzimas especificas.
2) Cambios genéticos, ios cuales resuitan en nuevas capacidades metabdficas.

3) Seleccion de organismos enriquecidos, capaces de transformar fos
compuestos de Interes. {(Spain, J.C. et al. 1980). (Spain, J.C. y P.A. van Veld.
1983).

Existen clertos factores que fimitan {a biodegradacion de compuestos
aromaticos :

§) Cantidad de oxigeno disponible

ity Cantidad disponible de nutrientes. e nitrégeno, el fdsforo y et fierro tienen un
efecto definitiva sobre el proceso.

iff) Temperaturas bajas. Abajo de los 10°C se limita grandemente el proceso de
degradacidn,

V) Otros, En determinadas situaciones, fa humedad y los pH extremos pueden
constituirse en faclores fiimitantes. (Schaelfer, T.L. et al. 1979),
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Capitulo 2 Degradacion de compuestos aromiticos por microorganisimos

2.2 ESTRATEGIAS BIOQUIMICAS PARA EL CATABOLISMO DE
COMPUESTOS AROMATICOS.

La degradacién microblana o biodegradacién de hidrocarburos, significa
el catabolismo del mismo a compuestos de menor peso molecular o a la
transformacidn a compuestos mas polares con un niimero de carbona igual a ia
del compuesto original. La habilidad de ios microorganismos para utilizar
hidrocarburos ha sido conocida desde finales de 1800.(Atlas, R.M. 1978).

Desde 1946, Zobell (Zobell, C.E. 1946), establecié que cerca de 100
especies de bacterias; levaduras y hongos, tienen habilidad de degradar
hidrocarburos. Algunas especies representativas son capaces de atacar uno o
mas hidrocarburos; y, desde entonces, se han reportado muchos géneros y
especles adiclonales.

Sin embargo, los primeros trabajos se enfocaron sobre la microblologia y
fisiologia del fenémeno, y no fue sino hasta finales de 1960 y principios de 1960,
que se realizaron gran cantidad de investigaciones sobre los mecanismos
microbianos de oxidacién de hidrocarburos, las cuales permitieron sentar las
bases tedricas, contruir modelos bloquimicos, asi como generar ai respecto,
algunas conclusiones de apiicacién general,

Para obtener energia, ios microorganismos deben romper el anillo del
hidrocarburo y convertir los productos de ia ruptura en sustratos que se incluyen
on la via metabdlica relacionada con la produccién de energia y biosintesis. La
abertura del anillo casi siempre requiere de la adicidn de oxigeno que proviene
del 02, lo cual se ha confirmado porque se ha encontrado que parte del O2
marcado proporclonado en pruebas experimentales aparece en el producto. Esta

neceslidad por Oz determina que los microorganismos involucrados sean
aeroblos, (Pawiowsky, V.y J.A. Howell, 1973).

Ahora bien, aunque las fases Iniciales de ias vias metabdlicas de
degradacidn son diferentes, las reacciones se orientan en una direccion tal que
s6lo se producen pocos intermediarios comunes los cuales son metabolizados por
unos cuantos procesos esencialmente semejantes; siendo el catecol, acido
protocatéquico y en menor grado el Acido gentisico los intermediarios mas
comunes (Alexander, M. 1978); cuyas estructuras se muastran en la Fig. 2,1,

17



Capitulo 2 Degradacion de compuestos aromaticos por microorganismos

OH

HOOC, .
H H 7 ! “O0H
H I X

H

Catecol Acido protocatéeuico Acido gentisico

Flg. 2.1 Intermediarios comunes en las vias metabdlicas de degradacion de
compuestos arométicos.

La primera fase del metabolismo aromdlico es, con frecuencia, la
modificacién o eliminacién de sustituyentes en el anilio de benceno y la
introduccién de grupos hidroxilo. Se eslablecen varias generalizaciones para esta
primera fase, las cuales son necesarias a la luz de la cantidad y diversidad de
contaminantes y de aromaticos naturales.

- Los grupos metilo son convertidos a grupos carboxilo antes de la ruptura del
anillo, reacclon que se realiza gradualmente. ( Véase A el la Fig. 2.2 ).

RCH3 ———>» RCHQH ——>»RCHO ——>RCOOH

Sin embargo, algunas veces el metilo no es eliminado antes de que el
anillo sea abierto.

- Con frecuencia, pero no siempre, el carboxilo es eliminado antes de la ruplura
dei anillo.

- El metoxilo es reemplazado por un hidroxilo y da lugar a formaldehido. ( Véase B
enlaFig. 2.2).

ROCH3 + %202 ——> ROH + HCHO
- Las cadenas alifaticas largas son acortadas para producir un residu0.con uno o
dos atomos de carbono mends; esto ocurre gradualmente, casl siempre, por B-
oxidacion.
R(CH2)aCOOH ——> RCH2COOH
- Los cloros presentes en muchos herbicidas son sustituidos por hidroxilos o

hidrégenos, o bien permanecen en el anillo hasta después de que éste es abierto
para ser luego eliminados.
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Capitulo 2 Degradacion de compuestos aromaticos por microorganismos

- Los grupos nitro (NO2) caracteristicos de algunos pesticidas y contaminantes
industriales pueden ser sustituidos por hidroxilos { Véase G enia Fig. 2.2 ) y
aparecen entonces como nitrito; los sustituyentes nitro pueden ser también

reducidos a un grupo amino (-NH2). Finalmente. los sustituyentes son
modificados o eliminados y se agregan hidroxilos, dando origen a los
intermediarios centrales. Las reacciones representativas se ilustran en la Fig. 2.2,

L1}

3 O
Iknm:\\\ /m:/ O:::(m

W IOH no (EY] Ol L
-'J_\_, -A—" T’ —— Acid salivilico

: I . ol wonl
falueno Abcohol benellico Benzaldehido Acido henamico
Catecol 0
HOO NO, Acida antrundlico
U [ EH
Acido 0:

m-nilichensoico

: 0 '" llmr 100G, Aruh\.umlw HOOC,
; : Atuo 0‘“”
‘ mresol m-hidroxthenzoico C

Acido p-nitwhenmico
Heoe llm(

pmiocnlcculco

ﬁ e
: Ackb m-metoxibenzico Acido 0_*”
: hidresidobennico 8 !
H Arido
1 q qxxm 00k petavibenrokco
i

Acido
m-Lresol m-hidrenibensoico  Acidogentisico

Fig. 2.2 Etapas iniciales en la biodegradacién de varios compuestos aromalicos

Los tres intermediarios centrales son degradados por cinco vias
metabdlicas esencialmente semejantes, como se muestra en la Fig. 2.3. Los cinco
productos de esta fase ( los &cidos succinico, fumdrico, pirivico y acélico asi
como el acetaldehido ) son facilmente utilizades por los microorganismos.
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OOH
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w <& doon 00H
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Fig. 2.3 Vias metabdlicas de la ruptura de los antllos de benceno.
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En ol caso de los hidrocarburos monoaromaticos, estos son oxidados
hasta cateco! en uno o varios pasos.

E! anillo aromélico dihidroxilado es fragmentado por una segmentacién en
posicién “orto” resultando en un acido cis-cis muconico. Este es posteriormente
metabolizado hasta acido -cetoadipico, el cual es transformado oxidativamente
en éacido succinico y Aceli! CoA, intermediarios del ciclo del Acido tricarboxiiico.
En forma alterna, e anillo de catecol puede ser abierto por la fragmentacién en
posiclones “orto” y "meta” dependiendo de la especie y el sustrato. La ruta "orio”
involucra fa fragmentacién del anilo entre los grupos hidroxilo, mientra que la ruta
‘meta” involucra la fragmentacién del enlace localizado entre un dtomo de
carbono conteniendo un hidroxilo y otro dlomo de carbono adyacente no
hidroxilado. (Beitrame, P. et al . 1988).

En el caso de los catecoles sustilufdos se uliliza por lo general la ruta
“meta” ; como se observa en la Fig. 2.4. La ragmentacién en Ia posicion “mata”
produce un semlaldehido cis-cls mucénico, generdndose posteriormente &cido
férmico, pirdvico y acetaldehido. {Dapaah, 8.Y., y G.A. Hill, 1992),

En el caso de los hidrocarburos monoaromaticos con sustituyentes melil,
lales como e! tolueno y el xileno, el atague enzimético Inicial puede ser
directamente en el anilio aromético o en el grupo metilo. {Harayama, S. y RH.
Don. 1985).

La oxigenaclon del anilio aromatica parece ser el mecanigmo mas coman
de degradacion por parte de los microorganismos. (Yang, R.D.y E.A. Humiphrey.
1975).

Los pasos iniciales en el catabolismo de hidrocarburos aromaticos, por
bacterias y hongos, involucran la oxidacion de los sustratos por oxigenasas; para
fo cual, se requlere oxigeno molecular. Las condiclones aerdbicas son por tanto,

. hecesarias para esta rula de oxidacidn microblana de hidrocarburos en ¢! medio

amblente. (Yamada, K. et al.1963),
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Fig. 24 Rutas para la degradacion microblana de catecol,
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En las rutas bioquimicas para el catabolismo aerdbico de compuestos
aromadticos, la presencia de oxigeno es necesaria como aceptor de electrones y
para la insercion del mismao durante la hidroxilacién y division del anitlo. (Rozich,
AF.y J.R. Colvin, 1986).

Los hidrocarburos son sustratos orgdnicos completainente reducidos que
son fundamentalmente metabolizados de una manera oxidativa. Al respecto, se
ha generado clerta controversia en cuanto a si el oxigeno es absolutamente
requerido para la blodegradacion de hidrocarbures o si ésla puede realizarse bajo
condiciones anaerdbicas. La evidencia aclual sugiere que en el mejor de los
casos, la biodegradacién anaerdbica de hidrocarburos en 1a naturaleza se fleva
acabo a tazas despreciables.

Se han publicado trabajos sobre degradacion anaerdbica en ecosistemas
naturates {Dagley, S. 1978). En estos trabajos se sugiere la utilizacién por parte
de los miscroorganismos de nitralos y sulfatos como aceplores finales de
electrones; sin embargo, el mecanismo no ha sido confirmado bivquimicamente y
los criterios usados para la evaluacidn de la degradacién anaerdbica de
hidrocarburos han sido generaimente inadecuados para establecer conclusiones
definitivas (Boyd, S.A. y D.R. Shelton, 1984) ; por un lado, se carsce de evidencia
exhaustiva que permita la exclusion completa del oxigeno, y por otro lado, no se
han presentado evidencias quimicas que demuestren que ios hidrocarburos han
sido degradados bajo esas condiciones. ’

Para fines practicos, se puede afirmar que la biodegradacion completa de
hidrocarburos requiere la presencia de oxigeno molecular, La importancia del
oxigeno es evidente por el hecho de que las principales rutas metabdlicas
ulilizadas para la degradacion de aramaticos por microorganismos, requieren la
participacién de enzimas conocidas como oxigenasas y por ende de oxigeno
moiecular. (Reine, K.W. y H.J. Knackmuss, 1980.)

ta importancia de la biodegradacion anaerdbica, de hidracarburos
aromélicos en el medio ambiente es desconocida, y se requieren estudios
adicionales para elucidar las vias anaerdbicas y la genética de las mismas.
{Choteau. J. et al . 1962).

El metabolismo aercbico de hidrocarburos aromalicos es bien conocido y
lambién que clertos plasmidos ilevan genes que codifican para muchas enzimas
degradadoras. Aunque no hay informacion sobre ia base genética en el sistema
anaerchico, o se puede excluir el posible camblo en ios cromosomas y en los
ptdsmidos que pueden ocurrir enlre especies pertenecienles tanto en ambientes
aerdbicos como anaerdbicos. (Hellnski, D.R. 1985).
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2.3 RUTAS CENTRALES E INTERMEDIARIOS CLAVE.

Una caracteristica de las rutas catabdiicas de los hidrocarburos, ¢s la
conduccldn de diversas estructuras de sustratos dentro de un niimero limitado de
rulas centrales {Hopword, D.A. 1989); tal y como se muestra on la Flg, 2.5.

RUTAS CONVERGENTES

\Y

Catecol
H

RUTAS CENTRALES
Acetaldehida >= Acetil CoA
y Piruvato y Succinato

|

TCA ciclo

Fig. 2.8. Metabolismo de hidrocarburos arométicos. Diversos hidrocarburos
aromdticos son transformados a catecol, uno de los Intermediarios clave de
degradacidn de aromélticos, que es ademés metabolizado por cualquiera de las
rutas centrales a piruvato y aceiaidehido o a succinato y Acelll -CoA. Que son

subsecuentemente degradados & COz y H20 por el ciclo del 4cido tricarboxflico,
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Lo anterior se realiza por la actividad de un gran nimero de enzimas
que llevan acabo las reacciones iniciales en las rutas catabdlicas y que
colectivamente son capaces de atacar un amplio rango de sustratos. Aunque el
espectro de sustratos y de enzimas iniciales es amplio, las reacciones que se
llevan acabo son limitadas, En el catabolismo aerébico de moléculas arométicas,
estas reacciones, generaimente llevan a la formacidn de intermedlarios dihidroxi
aromaticos que tienen grupos hidroxilo en dos carbonos adyacentes en el anillo
aromatico (orto) o en carbonos opuestos del anillo (mela) y son intermediarios
clave para su ingreso dentro de las rutas centrales. Fig. 2.8.

25



Capitulo 2 Degradacion de compuestos aromdticos por microorganismos

LII. OO OON
@ on
ol

l’ulmno Bensoat
ICHLOON ]| Cateaol
——— (MOI
IMO)
Fenoxiacetato Fenal
R R R
OO nm
on
——
(DO) o My
! 1|
) B)
o, N, OO on
-0, ———
m n (M n
pecreant d-hidroxdbenzoato protocatecato
fooccn, noaccl, mxxccu,@clu
O (M()) @m MO} N
fenilacetalo 4-hidroxd fenilacetato Homuprtocatecatn
i o on
; MO}
: 001 00l
meetesol J-hidmxibenzoato 1]
; Gentisato
5 ol on
CHYCHL), "00(0": u(x)cul, HOOCCH,
i —
: (MO) MO)
; 1]
Alquilbenceno Fenilacetato 2-hidroxi (enilac 11 ;

()

Fig. 2.6 Rutas convergentes que conducen a los hidrocarburos aromaticos a una

o cinco rutas intermediarias clave a saber ; catecol (o catecoles substitutos),

protocatecato, homoprotocatecato, gentisato -y homogentisato. La -adicién’ de

grupo(s) hidroxilo a el nicleo de benceno se leva acabo por una monooxigenasa

(MO) o dioxigenasa (DO) més dihidrodiol dihidrogenasa (DH). (A) : tolueno (R =
; CHg): Isoproplibenceno (R = CH2CH3). (B) : 3-metilcatecol (R = CHg) : 3-
i isopropilcatecol (R = CHaCHs).
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La formacién de fenoles dihidricos {compuestos aromaticos que tienen
dos grupos hidroxilo) parece ser una imporlante estrategia bioguimica para
eslabilizar la firme estructura quimica resonante de los anillos aromaticos a fin de
facilitar las rupturas subsecuentes. Up camino para formar fenoles dihfdricos es
mediante la dioxigenacidn del anillo aromético implicando la Incorporacién de dos
dlomos de oxigeno molecular para producir cis-dioles seguida por
dihidrogenacién. (Hopword, D.A. 1989). La estructura y funcidn de las dioxigenasa
de! anillo aromalice se muastran en la Flg. 2.7. Nolece que el simple consumo de
NADH por dioxigenacién del nicleo del benceno es regenerado por la
subsecuente dihidragenacion en el dihidrodiol

NAD~ Flavoproteins « H,
Amllu Dioxigestsit
W+v
COOH

NADH + H* Flavopreim

OH
{

NAD* Dihidrodial
Dihidroxigenasa

NADH + #* @“
H

Fig. 2.7 Formacién de fencles dihidrices catalizades por una dioxigenasa
hidroxiiante y una dihidradio! dihidrogenasa. La dioxigenasa hidroxilante produce
dihidrodioles por fa introduccion de dos dlomos de oxigenc dentro del anilio
aromatico. Eilo conslste de tres o cuatra polipéptidos que al mismo tiempo forman
una pequefia cadena de translerencia de electrones que transfieren electrones
de! NADH a el oxigeno. E! componente | es una flavoproteina; el Il es una
ferrodoxina y contiene un grupo (2Fe-28°). (S* es el azufre inorgdnico en el
grupo hierro-azufre). Los componentes lll y-iV forman ia oxigenasa terminal y
contienen grupos (2Fe-2S). Los pesos moleculares de las subunidades de los
polipéptidos de diferentes anilios dihidroxilados son semejantes. . la oxigenasa
terminal- generaimente consiste de dos polipéptidos de 20 a 50 kD, y estas
ferrodoxinas usualmente son pequefios - polipéptides. Los dihidrodioles son
oxidados a fenoles dihidricos por dihidrodie! dihidrogenasas.que son simpies
enzimas companentes.
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E! catabolismo de sustratos aromaticos con mas sustituyentes complejos,
puede algunas veces involucrar, pasos adicionales que procesen los grupos
sustituyentes; y la formacién de los fenoles dihidricos centrales puede inplicar
FAD conteniendo monooxigenasas. (Young, J.L. et al. 1995). Ejemplos de estas
rutas se presentan en la Fig. 2.6.

Rutas alternativas a fenoles dihidricos para compues!os arométicos con grupos
sustituyentes sulfuro y nitro se muestran en la Fig. 2.8.

A} [13] 1y

olt WA il

Fig. 2.8 Reacciones posibles para la eliminacidn de sustituyentes de los anillos
aromaticos : (a) 3-clorobenceno, (b) dcido naftalen-1-sulfdnico; (c) o-nitrofenol.

La fisidn de los anilios aromaticos dihidroxilados es ilevada acabo por
dioxigenasas cuando incorporan dos dlomos de oxigeno Fig. 2.9, Ei catecol y el
protocatecato pueden romperse de dos modos distintos : entre los dos grupos
hidroxllos (orto o ruptura intradiol) 0 proximal ai grupo hidroxilo (meta o ruptura
extradiol). En el caso del gentisato o homogentisato, cuyos dos grupos hidroxiios
estdn en la posicion para, el anilio se abre entre ei carbono 1y 2 por la accidn de!
gentisato 1,2 dioxigenasa o el homogentisato 1,2 dioxigenasa respectivamente.

Las reacciones de ruptura del anillo del gentisato y homogentisato
mecanisticamente semejan fision meta.
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La (ision meta requiere dioxigenasas hierro terrosas no hem comao grupos
prostéticos, mientras que las enzimas de |a fisién orto, involucran hierro férrico no
hem. Este hierro es esencial para la reaccion, aunque su papel preciso no estd
del todo claro (Harayama, S. et al. 1987).

Después de que el anillo se rompe, los metabolitos intermediarios, llegan
directamente al clclo del acido tricarboxilico por una serie de enzimas que
comprenden la ruta central.

Los compuestos haloaroméaticos insustituidos son metabolizados por rutas
de ruptura orto (B-cetopadipato) Fig. 2.9 en donde el catecol y el protocatecato
son rotos por el catecol 1,2 dloxigenasa y el protocatecato 3,4 dioxigenasa
respectivamente y los productos de la ruptura cls-cls muconato y 3 -carbox!-cls-cls
muconato son transformados via intermediario com(n, B-cetoadipato enol-lactona
a succlnato y acetil-CoA. Fig. 2.10.

Las rutas de ruptura orlo no son procesos usuales para arométicos
alquflicos, porque muchas enzimas de ruptura orto tienen muy baja afinidad para
alqulicatecoles, e Incluso, si tales compuestos son rotos, [os intermediarios tienen
un camino sin salida, por o que usualmente, se acumulan en esta ruta. (Sokol,
W.y A Howell. 1981).
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0 - fision m-, y otras fisiones
o ! N OH
7 ool
o - (Lo
N " HO
Catecol
HOOC OH
HO O | N
# ook
‘ . OO0H
OOH HO
H
Protocatccato
H OH
CH,COOH H CH,COOH
Homoprotocatccato
HO HO
’ v OOH
O0OH
H OO0H
Gentisato
HO
CH,COOH HO,
‘ v O0OH
H H,CO0H
Homogentisato
Fig. 2.9
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Fig. 2.10 Rutas del B-celoadipato para la degradacion de catecol, prolocatecato
y 3-clorocatecol.La ruta orto del B-cetoadipato es una ruta metabélica que
transforma al calecol o al protocatecato a succinalo'y acetit CoA, Después de ia
fisién orto del anillo aromético, ( ruptura del anillo por intradiol dioxigenasas), el
catecol y el protocatecato son procesados a un intermediario comun B-
cetoadipato enol-lactona y transformado por completo a succinato y acetit CoA. La
ruta para la degradacion del 3-clorocatecol es ligeramente diferente y por lo tanto
s designada a la ruta orto.
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2.4 ORGANIZACION Y REGULACION DE GENES PARA EL
CATABOLISMO DE HIDROCARBUROS AROMATICOS.

tos recientes descubrimientos en cepas de Pseudomonas putida con
relacidn a la informacldn genélica para la sintesls de enzimas, responsables para
la degradacién de algunos hidrocarburos, sefalan que es codificada por
elementos genéticos extracromosomales (pldsmides). (Shields, S.M. et al. 1986).
Esta informacién puede ser transmitida entre microorganismos Individualmente,
en cepas 0 en especles lguales, y en esta forma la compelencia genética para
degradar algunos hidrocarburos puede ser transmitida en el medio ambiente.
También existe la posibilidad de la construcclon de nuevas cepas por medio de la
introduccion de pldsmidos, con lo cual las especies adquleren fa capacidad
degradativa.

E! DNA det plasmido puede jugar un papel importante en la adaptacion
genética. ya que presenta una gran variedad de formas de DNA, el cual pueds ser
transferido. via conjugacién, pudiendo impartir nuevos fenotipos, Incluyendo la
habilidad de oxidacién de hidracarburos.

La exposicidn de poblaciones microbianas a hidrocarburos, puede
favorecer una ventaja selectiva de cepas que poseen plésmidos que codifican
enzimas para el catabolismo de hidrocarburos y en consecuencla un incremento
en la totalidad de pldsmidos en ia comunidad microbiana.

Una evidenda de la Importancia de los pldsmidos en fa adaptacién de
hidrocarburos. ha sido proporcionado en algunos estudios {Harayama, S. y Don
RA.H., 1985). en los cuales una gran frecuencia y/o mulliplicidad de pldsmidos han
sido observados en bacterias alsiadas de ambientes contaminados por
hidrocarburos asf como de sitios no contaminados, (Burton, N.F., MJ. Day y AT,
Bull. 1982).

Existe la idea de que el ¢crecimiento de microorganismos a expensas de
los hidrocarburos, involucra tres procesos especificos :

1) La Interaccion de fas células con el sustrato insoluble por adherencia en la
interface aceite-agua por pseudosolubifizacién de la fuente de carbono, o por
disolucién del hidrocarburo en fa fase acuosa.
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2} La introduccién de oxigeno molecular dentro de los hidrocarburos y su
consecuente biotransformacién a una forma que puede entrar en la via metabdlica
de la célula microbiana.

3) La expresién de sefales especificas regulatorias que controlan la via
metabdlica.

Han sido documentados muchos casos en los que se sefalan la
participacién de pidsmidos en la degradacién de hidrocarburos aromaticos,
incluyendo una variedad de hidrocarburos clorados, (Leahy, J.G. y R.R. Colwall.

1990).

Las posibilidades para explicar la presencia de pldsmidos que codifican
genes que permiten ef crecimiento en cultivos con hidrocarburos son ;

1) El plasmido codifica los genes que se requieren para ta adherencia del
hidrocarburo.

2) E plasmido codifica los genes que Involucran la prateccidn de las células
hacla el potenclal téxico de los compuestos.

3) El pldsmido codifica (os genes que se requieren para que el hidrocarburo sea
gl substrato para el crecimiento en cultlvos, (Helinski, D.R. 1985),

Muchas rutas catabdlicas son determinadas por pldsmidos conjugativos.
Eslos plasmidos pueden fdcilmente transferir informacién dentro de nuevos
microorganismos hospederos y de este modo, expander el potencial metabélico
de otros mlembras de un ecosistema. Los pldsmidos conjugativos son dede luego,
agentes Importantes de camblos genélicos y de evolucion - en los
microorganismeos, y pueden mejorar y produclr 8 la vez para diferentes
organismos grupos de genes que por medlo de mutaciones puedan tener nuevas
funciones. metaboilcas especificas. En un ambienle rico de compuestos de
particutas organicas, existe una presion selectiva para mantener.y adquirir un
pldsmido especifico a la ruta catabdlica correspondiente. (Harayama, S,y RH.

Don, 1985).

La ruta del B-celoadipato para ia degradacién de benzoalo y
protocatecato (Fig. 2.10), es usualmente cromosomal. Eslo sugiere que la
posesidn de esta ruta, puede beneflciar a clertos microorganismos por un largo
periodo de tlempo. La Importancla primordial probable del B-cetoadipato: es
también soportado por e hecho de que muchas bacterias del suelo presentan
respuesias quimiotdcticas al benzoato o al protocalecato y B-cetoadipato.

{Helinskl, D.R. 1985).
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En contraste a la ruta normal del B-celoadipato, las rutas del B-
cetoadipato para la modificacion de cloracatecoles (Fig. 2.10) son codificadas por
pldsmidos . Comparaciones de secuencias de genes isofuncionales, de enzimas
degradadoras de clorocatecol, muestran que los genes catabdlicos son
homdlogos, aunque no idénticos.

Muchos organismos presentes en el suelo poseen dos 0 mas rutas para
la degradacién de un sustrato, sin embargo, en alguna situacién dada, séle una
de estas rutas es inducida.

Muchos pldsmidos llevan genes catabélicos y tambien pueden estar
organizadas en operones. Un operon, usualmente codifica una unidad funcional
bioquimica, por ejemplo, en el caso del pldsmido TOL (tolueno), los genes
especificos para la oxidacion del tolueno a benzoate estan organizados dentro de
un operan (el operon “superior”), y aquellos codificados para Ia transformacion
del benzoato a piruvato y acelaldehido via ruptura meta de catecol estan
organizados denlro de un segunde operon (el operon ‘bajo” de la ruptura meta).
(Jeenes, D.J. et al. 1982). Como se muestra en la Fig. 2.11.

(A) Ruta dchidrogenativa de la ruptura “"m"

Catecol Homoprotocatecato Prolocatecaly

Piruvalo Piruvalo Piruvalo
+ + +
Acetaldehido Suecinglo Oxalcacelalo
semialdehido
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(B) Ruta hidrolitica de Ja ruptura "m" vy Ja ruta (homogentisato)
(M

Catccol Protocatecato Gentisato Homogentisato

(Formato)

Piruvato 2 - Piruvalo L. - malato L. - malato
+
Acctaldchido

Fig. 2.11 Después de la ruptura meta del catecol y (homo) protacatecato por
dioxigenasas, los productos son procesados par dihidrogenasas (A} o hidrolasas
(B), La ruta dihidrogenativa para el metabolismo de catecol y homoprotocatecato,
involucra, pasos enzimaticos efectuados por una dihidrogenasa, tautomerasa,
descarboxilasa, hidratasa y aldolasa. El protocalecato es procesado por
reacciones enzimaticas similares. La ruta hidrolitica, convierte el producto. de
fisién de! anillo af sustralo de la hidratasa. Las rulas para la degradacion del
gentisato y homogentisato son similares a aqueiias de la ruta hidrotitica de la ruta
de ruptura meta con respecto a el orden de reacclones enziméticas, exceplo los
praductos de ruptura del anilto que pasan por isomerizacion.
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Puesto que muchos sustralos raramente aparecen en determinados
ecosistemas, la expresidn de genes calabdlicos es cuidadosamente regulada para
economizar materiales y energia.Tal control se lleva acabo por sistemas
regulatorios.

La evolucion de nuevas rutas para metabolizar nuevos compuestos
incorporados al medio ambiente, por las actividades industriales del hombre, es
facilitada por caracteristicas Importantes de algunas enzimas catabdlicas, para
sustratos especifios relaclonados.

Por ultimo, el metabolismo oxidativo de compuestos aromaticos por
microorganismos consiste en la manipulacién de los sistemas del anillo de tal
modo, que los productos de degradacién puedan entrar en los ciclos respiratorios
terminales del microorganismo. Esto es realizado por una limitada diversidad de
rutas oxidativas. La ruptura del anillo es precedida por hidroxilaciones necesarias
para proveer dos grupos hidroxilo al anillo aromatico. Estas son usualmente
eslablecidas en la posicion orto (catecol, &cido protocatéquico, 1,2-
dihidroxinaftaleno) pero en clertos casos pueden aparecer en la posicion para
(acido gentisico, 2,5-dihidroxiplridina). Cuando en la posicidn orto el anilio se
rompe, entre los carbonos. se adicionan grupos hidroxilo. cuando esto ocurre en
la posicién para, el anillo se rompe cerca de una banda adyacente a uno de los
dlomos de carbono que lleva un grupo hidroxllo. Los compuestos que llevan
orientados los grupos hidroxilo a la posicion orto o para se convierlen en
intermediarios clave; existen diversas moléculas organicas metabolizadas a
travéz de tales compuestos clave como catecol, 4cido protocatéquico, ete: U olros
andlogos. Las oxidasas que rompen los anillos bencénicos catalizan reacciones
en donde un atomo de oxigeno molecular entra directamente dentro del producto
oxidado; estas enzimas requieren de hierro ferroso y férrico para su buen
funcionamiento. {Sokol. W. 1987).

2.5 MICROORGANISMOS INVOLUCRADOS EN LA
DEGRADACION DE FENOL Y COMPUESTOS DERIVADOS,

Existen informes de que varios microorganismos son capaces de crecer
en compuestos aromaticos como el benceno, tolueno, fenol. o-cresol, etc.

Marr y Stone, (Marr. EK. y R.W. Slone. 1961). obluvieron la primera
evidencia de que el catecol estd Involucrado en la degradacién del fenol,
subsecuentemente Gibson y sus colaboradores. (Gibson. D.T. 1968),
demostraron que e! cis-bencen-glicol (cis-1,2-dihidroxi-1.2-dihidroxibenceno), es
un compuesto intermediario entre el fenol y el catecol en el metabolismo de una
cepa de Pseudomonas pulida .
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Los hidracarburos sencillos, derivados del fenal, son degradados por los
micreorganismas mediante un ataque enzimatico inicial directo al anille arométice
del grupo metilo; sin embargo la oxigenacién al anillo, parece ser el mecanismo
mas comin, '

Tanto las bacterlas, como tos hongas, son relativamente abundantes en
el suelo; y mlembros de ambos grupos, contribuyen a la blodegradacion de
hldracarburos.

Las bacterias, levaduras y hongos filamentosos que participan en la
blodegradacion de fencl han sido sujetos de estudio, pero parece ser que la
capacldad degradativa depende de los ecosistemas y de las condiciones locales
del medio ambiente.

£n la Tabla 2.1 se muastran los géneros de microorganismos reportades

como degradadores de fencl y de compuestos derivados, aislados de ambientes
terrestras.

BACTERIAS | HONGOS

Achromobacter : Acremonium
Acinetobacter - Aspergilius
Arthrobacter Candida
Alcaligenes Cladosporium
Chromobacterium - Fusarium
Corynebacterium ' Geolrichum
Flavobacterium ‘ Monilia
Nocardia Penicillum
Pseudomonas ‘ ~ . Saccharomyces
Streptomyces Trichoderma

Tabla 2.1 Géneros degradadores de fenol y compuestos derivados.

Cerniglia, (Cerniglia et al 1980}, abservaron que nueve ciancbacterias,
cinco algas verdes, una alga roja, una alga calé y dos diatomeas pudieron oxidar
a un compuesto fendiico; en conlraste, los protozoarios no han demostrado esa
habllidad. Las evidencias no sugleren un significado ecoldgico para las algas y
protozoarios en la degradacién de hidracarburos en el medio ambiente
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2,6 MECANISMO DE DEGRADACION DE FENOL,

Muchas bacterias aerdbicas y hongos, son capaces de utilizar
compuestos arométicos como 1a Gnica fuente de carbono y energia. Una ruta
tipica para metabolizar compuestos arométicos es la dihidroxilacién del anillo de
benceno para formar catecol y asi abrir el anilio atravéz de una oxidacién orto o
meta. (Yang, R.D.y E.A. Humphrey. 1975). Como se ilustra en ia Fig. 2.12,

La bacteria Pseudomonas putida degrada el fenol atravéz de la ruta meta.
La levadura Trichosporon cutaneum degrada al hidrocarburo atravéz de la ruta
orto. En fa ruta meta, la 2,3 oxigenasa es un sistema inducible. €l fenol puede
actuar como el inductor. En la ruta orto, el T. cutaneum tiene un sistema Inducible
1,2 oxigenasa.

En el caso de calecoles sustituidos se uliliza por lo general (a ruta “meta”;
la fragmentacion en la posicion “meta” produce un semialdehido ¢is-cis muconico,
generandose posteriormente dcido pirlvico y acetaldehido. La ruta “orto”, es una
ruta metabolica que transforma al catecol a succinato y acetil CoA. Después de
la fision orto del anllio aromético, el catecol es procesado a un Intermediario
comun f - cetoadipato enol-lactona y transformado a succinato y acetil CoA.
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Fig. 2.12 Mecanismo de degradacion de fenol.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los materiales, equipos, medios de cullivo, reaclivos y soluciones
utilizados en la realizacion de este estudio se muestran a continuacion,

3.1 MATERIAL

-Asas bacterioldgicas

-Cajas Petride 10 cm. de diametro

-Celdas espactrofotométricas

-Espétula '

-Gradilla

-Matraces Erlermeyer de 125, 250, 500y 1000 ml
-Matraz volumétrico de 50 y 100 m

-Mechero Bunsen y Fisher

-Pipetas serologlcas de 1,5 y 10 ml

-Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, 10, 20 y 50 m
-Portaobjetos

-Propipeta

-Tripies y telas de asbesto

-Tubos de ensaye de 12x75, 13x100. 16x150y 22x175
-Vasos de precipitados de 50, 100 y 250 ml

3.2 EQUIPO

-Autoclave

- -Balanza analltica y granataria
-Espectrofotémetro
-Incubadora
-Microscoplo 6ptico
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3.3 MEDIOS DE CULTIVO

-Agar bacteriolégico. Merck,

-Agar Biggy. Difco.

-Agar cetrimida. Merck.

-Agar citrato de Simmons. BBL.

-Agar dextrosa Sabouraud, Difco.

-Agar hierro de Kligler. Merck

-Agar nutritivo, Merck.

-Agar Pseudomonas para deteccion de flucresceina. Merck,
-Medio mineral { Primo aislamiento )

-Medio O F de Hugh y Lelfson, BBL.

-Medio rojo de metilo Voges -Proskauer. Merck,
-Medio sulthldrico-indol-movilidad, BBL.

34 REACTIVOS Y SOLUCIONES

-Acido bérico, R.A. Merck.
-Alcohol-acetona

-Alcohol etllico absolute. R.A, Merck.
-4-Aminoantipirina. 98%. Aldrich,
-Alfa-naftol, Merck.

-Cloruro de amanio, R.A. Merck.
-Cristal violeta

-Fenol, R.A. Merck.

-Farricianuro de potasio, R.A. J.T. Baker.
-Fosfato dcido de poteslo. R.A, Merck,
-Fosfato acldo sodio. R.A. Marck.
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-Galactosa. R.A. Merck.

-Glucosa. R.A. Merck.

-Hidréxido de amonio concentrado.
-Hidréxido de sodio al 40%.
-Hipoclorito de sodic.

-Lactosa. R.A. Merck.

-Lugol.

-Manosa. R.A. Merck.

-Molibdato de amonio, R.A. Merck.
-Nitrato de cobalto, R.A. Merck.
-Pero6xido de hidrégeno. R.A. Merck.
-Rafinosa. R.A. Merck,

-Reactivo de Ehrlich.

-Sacarosa, R.A, Merck,

-Safranina.

-Solucién salina isoténica,

-Sulfato de amonio. R.A. Merck.
-Sulfato de calcio. R.A. Merck,
-Suilato de cobre, R.A, Merck,
-Sulfato de fierro. R.A. Merck.
-Sulfato de magnecio. R.A. Merck.
-Sulfato de manganeso. R.A. Merck.
-Sulfato de zinc. R.A. Merck.
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METoDOoLOGIA
3.5 AISLAMIENTO DE MICROFLORA

Se lomd una muestra de lierra de suelo propio de 5 compadias cuya
ubicacion se muestra en la Tabla 3.1.

COMPANIA DIRECCION

! Norte 118 y Norte 45. Col. Industrial
, Vallgjo. ‘

] Norle 45 # 836. Col. Industrial Vallejo.

n Norte 45 esquina 146. Col . Industrial
vallgjo.

v Norte 59 y Norte 45. Calz.
Atzcapotzalco-La Villa.

v Poniente 128 y Norte 45. Calz.

Atzcapotzalco-La Villa

Tabla 3.1 Ubicacién de las compaifas.

Para aislar la microflora con capacidad para biodegradar fenol de cada una
de las muestras de las compaiifas arriba mencionadas se procedié de la sigulente
manera:

A) Medio de cultivo

El medio de cultivo que se utilizo para aislér microflora capaz de
biodegradar fenol se muestra a conlinuacion (Berezkinz, N.E. 1992); cuya
formulacién para 1000 ml de medio liquido es la siguiente:
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Sustancia Gramos por {itro de
medio
Fosfato acido de potasio 31x10°°
Fostato de acido de sodio 19x10° %
Suifato de amonio 6.1x10"3
Sultato de magnecio 8.0x10"*
Suifato de fierro 58x10 %
Sulfato de caicio 24x10 >
Sulfato de zinc gix10 8
Sullato de manganeso 74x10 8
Acido bérico 16x10°8
Nitrato de coballo 12x10° 8
Sulfato da cobre 10x10 "8
Molibdato de amonio 42x10°7

A este medio le fueron adicionados 100 mg/l de fenol obtenidndase asl un
medio especifico y seiectivo hacia la microflora que fuera capaz de biodegradario
como unica fuente de carbono.

8) Condicionas de esterilizacion

Se preparo ¢l medio de cullive mineral con la composicldn anteriarmente
mencionada y so esterilizd en autoclave a 121°C y 15 libras de presién durante 15
minutos. Una vez que el medio se encuentra a temperatura ambiente, se le
adictona asépticamente la cantidad de fenol anteriormente citada.
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Para lograr el aislamiento de la microflora de cada una de las muestras se
procedio de la siguienie manera:

1.-  Se lomaron aproximadamente 5 g de muestra de tierra y se suspendieron
en solucion salina isoldnica estéril. Homogenaeizar perfectamente

2.-  Se realizaron diluciones 1:100. 1:1000 y 1:10,000, utilizando para ello
solucion salina isoténica estéril.

3.-  Sevacla 1 ml de cada una de las diluciones de tierra en dislintas cajas
petri con medio mineral adicionado con 100 mg/ fenol y agar bacterioldgico para
lograr que el medio sea sdlido.

4.-  Las cajas inoculadas se incubaron a 35°C durante 48 horas para obtener el
desarrollo de las colonias.

5.-  Se aislaron las colonias que desarrollaron en las condiciones anteriormenle
citadas, para su poslerior resiembra en cajas petri con medio mineral adicionado
con 100 mg/ fenol y agar bacterioldgico; utilizando una caja para cada colonia
selecionada, se incubaron las cajas 48 haras a 35°C.

3.6 CARACTERIZACION DE GENEROS

Una vez seleccionadas las colonias y antes de sembraias como se indica
en ol paso ntimero 5, fue necesario realizar tinciones Gram con el fin de verificar
sus caracteristicas microscdpicas y confirmar la pureza de 1as mismas.

Todas las colonias generadas por bacilos Gram negativos sin la presencia
de contaminantes, fueron aisladas e inoculadas en una serie de tubos con
medios diferenciales (2 para cada cepa), para realizar las pruebas bioquimicas, a
fin de identificar el género de la colonia aislada. (Balows, A. et al. 1991),
{Bergey's Manual. 1984). Las pruebas bioquimicas que se utilizaron fueron las
sigulentes:
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-Calalasa

-Oxidasa

-Motifidad

-0-F glucosa

-Produccién de H2S ¢ indol
-Citralo de Simmons

-Rojo de melilo
-Voges-Proskauer

Las colonias que presentaron formas levaduriformes al observarlas al
microscaplo ¥ que no prasentaron contaminacidn por otro tipo de microorganismo
se sembraron en agar Biggy vy Sabouraud, para posteriormente realizar un
2imograma { fermentacion de carbohidratos ), a fin de identificar 6! género; los
carbohidratos empleados para esta prueba bioquimica fueron (0s siguientes :

-Glucosa
-Sacarosa
-Galactosa
-Rafinosa
-Lactosa
-Manosa

6.- Cada cepa una vez que fue caraclerizada, se resembrd en medio mineral
adicionado con 100 mg/l fenol. Se Incubaron 48 horas a 35° C.

7. De los cullivos anteriores, se realizaron reslembras sucesivas,
incrementando la concentracidn de 200-800 mgA fenol bajo las mismas
condiciones de incubacion,

8.- Para comprobar el desarrollo de ios microorganismos en las diferentas
concentraclones se observd lurbldez y se realizaron linciones Gram para
comprobar sus caracterfsficas microscdpicas y pureza de las mismas; asf, como
su abundancia en el campo.
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9.-  Se seleccionaron as cepas que prasentaron mayor actividad degradadora
¥ se sometieran ahora a concentracién de 100 mg/ teno! en matraces Erlermeyer
con medio mineral. Se incubaron a 35° C bajo agitacién constante.

10.- De los cultivos anteriores se realizd una resiembra ahora a una
concentracion de 200 mg/ fenot bajo las mismas condiciones de incubacion.

11.-  Simultaneamente se sometieron las cepas a un residuo fendlico cuya
concentracion fue de 315 mg# feno! bajo fas mismas condiciones de incubacion.

12.- Se tomaron muestras del scbrenadante de cada malraz a las 24,48y 72
horas de incubacidn para poder determinar asf la concentracién de feno! residual
mediante un método espectrofotométrico.

13.- Unavez realizada ia evaluacion anterior , se seleccionaron las cepas que
presentaron mayor actividad degradadora y se sembraron en matraces Erlermeyer
ahora a una concentracion de 300 mg/ fenol y asi sucesivamente hasta una
concentracion de 500 mg/ fenol bajo las mismas condiciones de incubagion como
se indica en el punto numero 9.

14.- Porlltimo, se procedid a la cuantificacion de fenol residual de acuerdo a lo
que se indica en ei punto nimero 12.
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3.7 CUANTIFICACION DE FENOL RESIDUAL

La cuantificacion de fenol residual se realizo por medio de una técnica
espectrofolométrica (Standard Methods. 1992), cuya melodologla se presenta a
continuacion:

a) Preparar una solucion patrén de fenol (0.1g/100 ml ).

b) Tomar alfcuotas de 10, 20, 30, 40 y 50 mi de la solucién patron; aforar a 100
mi.

¢) Tomar. 1 ml de cada concentracidn de la solucion patrén, asi como de cada una
de las muestras de los malraces Erlermeyer y vertir en un vaso de precipitados,
uno para cada cual.

d} Ajustar el pH a 10 a cada vaso de precipitados con NH4OH. Realizarlo
polenciométricamente.
) Anadir 5 m! de NH4C! (20 g/l} a cada vaso de precipitados.

f) Trasvasar el contenido de cada vaso de precipitados a un matraz volumélrico
de 100 ml. ( No aforar ).

@) Anadir 2 mi de 4-aminoantipirina { 2g/100ml ).

h) Anadir 2 ml de ferricianuro de potasio { 8g/100mi }.
1) Aforar a 100 ml.

i} Dejar desarrollar color durante 15 minutos.

k) Leer en un espectrofotémetro a 530 nm.

Enla Fig. 3.1 se muestra el diagrama de fiujo de ia metadologia que se
llevé a acaho para la realizacion de este trabajo.
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Mucstra de ticyra de una industria

Suspension de la mucstra en S81 esteril

Realizar diluciones 1:100, 1:1000y 1:10000 con SSI estéril

Veitir 1 ml. de cada dilucion en una caja petri con medio mineral
adicionado con fenol y agar bacicriologico

Incubar de 48 a 72 horasa 35°C

Aislar las colonias que desarrollen en las condiciones anteriormiente
citadas.

,‘ Sembrar las colonias aisladas cn cajas petri con medio mineral
| adicionado con 100 mg/l fenol y agar bacterioldgico. Incubar 48
horas a 35°C,

Realizar tincidn Gram para verificar caracteristicas muroscoplcns
y confirmar purcza de la colonia

! Identificar el o los géncro(s) mediante prucbas biqquimicas

Resembrar cada cepa caracterizada en medio mincral adicionado con
100 mg./I fenol. Incubar 48 horas a 35 °C
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Del cultivo anterior realizar una sicmbra ahora a una concentracion de
200 my/! fenol v asi sucesivamente hasta una concentracion de 800 mp./i
fenol bajo las mismas condiciones de incubacion

Para comprobar ¢l desatrollo de los microorganismos en las diferentes
concentraciones observar turbidez y realizar tinciones Gram para
comprobar caracteristicas microscopicas y purcza de las mismas

Scleccionar la(s) cepa(s) con mayor actividad degradadora y someterlas
a una concentracion de 100 mg/l fenol cn matraces Erlermeycr con
medio mincral, Incubara 35 °C y agitacion constante

Delos cultivos anteriores realizar una resicmbra ahora 4 una
concentracion de 200 mg. /1 fenol bajo [as mismas condiciones de
incubacion,

Sitnultancamente someter la(s) cepa(s) a un residuo fendlico bajo las
mismas condiciones de incubacion

Tomar muestra del sobrenadante de cada mawoz a las 24, 4Ry 72 horas
: de incubacion.

Cuantificar c! fenol residual mediante un método espectrofotométrico

Seleccionar la(s) cepa(s) que presentaron mayor actividad degradadora y
sembrar en matraces Erlermeyer ahdra a una concentracion de 300 mg/l-

fenol v asi sucesivamente hasta una concentracion de 500 my/} fenol .
bajo las mismas condiciones de incubacion,

Cuantificar ¢} fenol residual mediante un método espectrofotométrico I

Fig, 3.1 Diagrama de flujo de la metodologia realizada.
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4. ResuLtapos Y DISCUSION

Del total de cajas Petri ( 3 cajas para cada dilucion ), con medio mineral
adicionado con 100 mg/l fenol y agar bacterioldgico se inocularon con cada una
de las muestras de tierra obtenidas de las companias elgjidas para la realizacion
de este estudio.

El crecimiento de colonias en las cajas Petri se observd a las 24 horas de
incubacién, en este punto no era posible distinguir ain las caracteristicas
macroscopicas de las colonias que lograron desatrollar.

Sin embargo, a las 48 horas de incubacion las caracteristicas
macroscopicas de las colonias permitieron distinguir de manera cualitativa la
presencia de bacterias y levaduras. El reconocimiento preliminar de cada colonia
que logro desarrollar se complementd con observaciones de preparaciones de
frotis tedidas al Gram con la ayuda del microscopio dptico a 100, 400 y 1000
aumentos.

En estos frotis se observaron bacilos corlos Gram negativos (cocobacilos),
agrupados en pares y cadenas cortas, bacilos Gram negativos rectos agrupados
en cadena; asl como levaduras,

Una vez realizado lo anterior, s8 procedid a resembrar las colonias que
fueron alsladas en cajas Pelri con medio mineral adicionado con 100 mg/ fenal y
agar bacterioldgico incubdndolas 48 horas a 35°C. Una vez que desarrollaron las
colonias y comprobada su pureza, se procedio a la caracterizacion de cada una
de ellas mediante la utilizacion de pruebas bioquimicas.

Los géneros caracterizados de cada una de las muestras de las compaitias
involucradas en este estudio se muestran acontinuacion en la Tabla 4.1,
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COMPANIA GENEROS IDENTIFICADOS

l Acinethacter sp.
Alcaligenes sp.
Candida sp1.
Flavobacteritun sp.

Psewdomaonas sp.

/] Acinetobacter sp.
Candida sp.

Pyewdomonas sp.

" Candida sp.
Psewdomonas sp.

Saclharomyces sp.

w Alcaligenvs sp,
Candiila sp.
v Candida sp.

Suchharomyces sp.

Tabia 4,1 Géneros identificados en cada una de las muestras evaluadas,

Como se puede observar en ia tabla anterior, de las 15 cepas alsladas, sl
54% corresponde a baclerias y el 46% a ievaduras; sin-embargo, el género que
se identificd en las cinco muestras de las compatias elefidas para la realizacién
de esle trabajo fue el de Candida sp., seguido de Pseudomonas sp. . representando
an porcentage el 100% y ¢ 60% respectivamente.
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Las cepas caraclerizadas se resembraron en tubos de ensaye con medio
mineral adicionado con 100 mg/ | fenal ( 3 tubas para cada cepa ), y se incubaron
48 horas a 35 °C.

De los cultivos anteriores se realizaron resiembras en medio mineral
adicionado con el hidrocarbura ahora a una concentracién de 200 mg# fenol y asl
sucesivamente hasta una concentracidn de 800 mg/ fenal bajo las mismas
condiciones de incubacidn.

Durante e! desarrolio del trabajo experimental, la muestra IV se perdi6 (los
tubos inocuiados se rampieron al caerse de la mesa de trabajo).

Todas las cepas de las muestras |, li, Il y V desarrollaron en los tubos de
ensaye con medio mineral adicionado con el hidracarburo a las cuales fueron
sometidas hasla la concentracidn de 500 mg/l fenol a las 24 horas de incubacion.

Sin embarga, se determiné que el limite de fenol incorporada al medio
mineral fué de 800 mgA fenol debido a que el desarrollo de las cepas a la
concentracién de 600 mg/ fenol se presenlé a las 72 horas de Incubacién ; a la
concentracién de 700 mg/ fenal se presentd a las 120 horas de Incubacién y por
Gltimo a la concentracién de 800 mg/ fenol se Incubaron las cepas 168 horas y

- yana se observd desarrollo de las mismas.

Los resultados anteriormente cltados Se corroboraron mediante la
observacién del desarrollo en los tubos inoculados, la confirmacion de sus
caracteristicas microscépicas y pureza de las mismas.

En la Tabla 4.2 se muestran las cepas que desarrollaron en el medio

mineral adicionado con 600 y 700 mg/ fenol las cuales desarrollaron a las 72 y
120 horas respeclivamente.
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Muestra™ | | myg/! tenol " Gluero

i 600 Alcaligenes sp.

I 600 Pseudomonas sp,
1] 600 Acineiobacter sp.
i 600 Candida sp.
I 600 Pseudomonas sp.
v 600 Candida sp.

f 700 Pseudomonas sp.
1 700 Acineobacer sp.
HY 700 Alcaligenes sp.
\4 700 Candida sp.

Tabla 4.2 Cepas que desarrollaron a una concentracion de 600 y 700 mg/ fenol.

De lo anlerior se desprende que conforme se va incremeniando la
concentracion de fenol adicionado al medio mineral, el liempo que lardan en
metabolizar las cepas dicho hidrocarburo se acrecenia nolablemente

Razon por la cual , las cepas que presenlaron mayor actividad
degradadora fueron seleccionadas para conlinuar con este estudio son:

Psewdomonas sp.  Acinewhacter sp. , Alcaligenes sp. y Candida sp. de las
muestras|, I, Il'y V respectivamente.

En una segunda fase, se procedio al cultivo de las cepas en condiciones
de agitacion, para ello lueron inoculadas en malraces Erermeyer con medio
mineral adicionado con fenol e incubadas en una mesa rotatoria a 125 rpm a
35°C.

Bajo eslas condiciones fueron lomadas alfcuolas para realizar la
determinacion cualitativa de fenol presente en el medio a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion.

Las concentraciones de fenol que fueran elegidas para esta fase fugron
100 mg/l y 200 mgA fenol, ya que en ellos s¢ habfa determinado una velocidad de
crecimlento mayor; ademds , fue utilizado un residuo fendlico abtenido de algunas
de las practicas que se desarrallan en el laboratorio de Fisicoquimica (Lab. 4E,
edificio A, Fac. Quimica) cuya concentracion fue de 315 mg/.

Para efectuar la determinacion cuantitativa de fenol degradado y a la par
asi tamblen determinar en que liempo de incubacidn se presenta el dptimo de
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degradacidn del hidrocarburo en estudio; se einpled un métado
espectrofotométrico descrito en el capitulo anterior.

La determinacion del fenol residual a las 24, 48 y 72 horas de incubacion
permitid determinar el porcentage del hidrocarburo metabolizado y selecclonar
dentro de eslas cepas a las que presenlan mayor actividad degradadora.

Enlas Tablas4a ,4by 4 ¢ se muestran los resultados obtenidos tras
cuantificar el fenol metabolizado por cada una de las cepas que presentaron
mayor actividad degradadora a una concentracldn de 100, 200 y 315 { residuo
fendlico ) mgA fenol a las 24,48 y 72 horas de incubacion respectlvamente.

Muocstexr Geoero identificado o dhay [ aniend oo 0 fnad g “aatilizade

| Pseudomonassp. 24 100 2212 97.728
i Acinetobacrersp, 24 100 1.776 98.224
1] Alcaligenes sp. 24 100 2479 97.521
A4 - Candida sp. 24 100 1.239 98.761
I Psendomonas sp. - 24 200 2685 98.657
] Acinetobactersp, 24 200 2535 98.732
m Alcaligenes sp. 24 200 2,535 98.732
A4 Candida sp. 24 200 1.735 99.132
I Pseudomonassp. 24 315 94,209 70.092
H] Acinetohactersp. 24 K1 107.432 65.891
1] Alealigenes sp, 24 315 114.043 63.795
A Candida sp. 24 315 115.696 63.261

Tabla 4 a. Fenol biodegradado a las 24 horas de incubacidn.
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Muestra ' Género ldentifieado t. (hv) | | fniclal en mg. | [ final en mg. % udlizado

I Psendomonas sp. 48 100 0.820 99.174
] Acinetabacter sp. 48 100 1.239 98.761
m Alealigenes sp. 48 100 1.652 98.348
v Candida sp. 48 100 0.702 99.298
I Psendomanas sp. 48 200 1.489 99.255
n Acinetobacter sp. 48 200 1.332 99.334
m Alceligenes sp. 48 200 1.239 99.381
\ Candida sp. 48 200 - 0991 99.504
| Prewdomanas sp. 48 315 12.809 95.933
n Acinetohacter sp. 48 315 63.63 79.799
m Alcaligenes sp. 48 315 79.334 74814
v Cundida sp. 48 315 90.077 71.403

Tabla 4 b. Fenol! biodegradado a las 48 horas de incubacion.

"

cutdizado

Mucstr v Concrondantilicade cdhiey it coomg et oy

B | Pseudomonas sp. 7] 100 0.0628 99.937
n Acinetobacter sp. 72 100 0.6287 99.371
m Alcaligenes sp. 7 100 0.5973 99.402
\Y% Candidu sp. 1] 100 0.1311 99,869
| Pseudomonas sp. 72 200 0.5031 99.748
| Acinetobactersp. 72 200 1.0891 99.457
In Alcaligenes sp. [ 200 0.7515 99.624
\ 4 " Candida sp. 2 200 1.5711 99.614
1 Pseudomonas sp. 72 35 1347 96.407
n Acinetobacter sp. 7 315 528151 £3.233
m Alcaligenes sp. 72 315 30.18 90.419
\4 Candida sp. 72 315 22635 92.814

Tabla 4 c. Fenol biodegradado a las 72 horas de incubacién.
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Al analizar las tres tablas anteriormente expueslas se observa que en la
Tabla 4 a, todas las cepas tras 24 horas de incubacién con una concentracion de
100 mgA fenol presentan un porcentage de biodegradacion superior al  97%,
situacién que se presenta en forma simiiar a la concentracion de 200 mg/ fenol ya
que se presenia un porcentage de biodegradacion superior al 98% y que
disminuye signilicativamente en la concentracién de 315 mg/ lenol, ya que se
obluvo un porcentage de biodegradacién superior al 63%; lo que indica en este
(ltimo caso, que al Incrementarse la conceniracidn de fenol, las cepas requieren
de mayor tiempo para poder metabolizar al hidrocarburo. Estas observaciones se
hicieron en funcion del género que asimild en menor porcentage al hidrocarburo
en esludio.

Por la que respecta a 1a Tabla 4 b, a la concentracién de 100 mg/ fenol,
el porcentage de biodegradacion es superior al 98%, a la concentracion de 200
mg/i lanol es superior al 99% y a la concentracion de 315 mgA fenol es superior al
71%; lo que indlca en este Glima caso que el factor tiempo Influye directamente
en el porcentage de degradacion del hidrocarburo por parte de las cepas
somelidas a tales condiciones, nuevamente fomandose como pardmetro al género
que biodegradé en menor porcentage al hidracarburo en estudio.

En el caso de la Tabls 4 ¢, se observa que para fa concentracion de 100
y 200 mg/ fenol el porcentage metabalizado es superior al 99%, no asl para el
caso dei residuo fendlico que fue del 83% para el caso del género que menos
fenol biodegradsd.

En base a los resullados obtenldos se ponen de maniflesto dos
pardmelros gue influyen directamente en la biodegradacion del hidrocarburo; las
cuales son el tiempo de incubacidn y la concentracidn de fenol a la cual se
someten las cepas.

Par Ultimo, se ellgié al género Pseudomonas sp. y Candida sp. de las
muestras | y V respectivamente, de acuerdo- a los  resultados - abtenidos
anteriormente como las cepas que demoastraron mayor actividad degradadora
para someterlas ahora a una concentracion de 300, 400 y 500 mg/ fenal bajo las
mismas condiciones de Incubacién. Debldo a que a ésta Uitima concentracidén de
acuerdo -a los resultados obtenidos en la primera parte de este esludio, el
desarrollo de las cepas se presentaba iras 24 horas de incubacion,
considerdndose por tanto esta concentracidn como el maximo éplima para que
desarroliaran las cepas en ese lapso de tiempo; ademéds de que el pocentage
degradado de fenal coma se abserva en la Tabla 4 & por estos géneras a las 24
horas de incubacién, fue superior al 97% y 99% en el caso del género
Pseudomaonas sp. y Candlda sp. respectivamente. -
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Razdn por la cual se decidio tomar las muestras del sobrenadante de los
malraces a las 48 y 72 horas de incubacion

Los resultadoes obtenidos tras cuantificar el fenol residual de estas dos

cepas que demostraron mayor aclividad degradadora se muestran a continuacion
en |a Tabla 4.3,

Muestra Genoro identificado ¢ they | ] bodelal co o | foal en g " atilizado

I Pseudomonas sp. 48 300 24,08 91.97
I Pseudomonas sp. 12 300 17.87 94,08
A Candida sp. 48 300 91.26 69.58
v Candidu sp. iy 300 21.54 92.81
I Pseudomonas sp. 48 400 136.89 65.77
1 Psendomonas sp. 72 400 73.51 81,62
A Candida sp. 48 400 152.11 61.97
A Candida sp. 7 400 110,27 12.43
I Pseudomonas sp. 43 500 197,73 60.45
1 Pseudomonas sp, 72 500 139.42 7211
A Candidu sp. 48 500 24843 50.31
v Candlda sp. 72 500 190.12 61.96

Tabla 4.3 Cepas que demostraron mayor actividad degradadora.

Como se puede observar en la tabla anterior, nuevamente los pardmetros
liempo y concenlracién influyen nolablemente en cuanto al porcentage de fenol
blodegradado por eslas dos cepas; sin embargo, el factor que més influye es la
concentracion de fenol a la cual se sometieron las mismas , obtenléndose como
un méximo de degradacién a las 72 horas de Incubacién un 72.11% y 61.96% del
género Pseudomonas sp . y Candida sp. respectivamente a una concentracién de
500 mg/ fenal. ~
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- Se comprobd experimentalmente la existencia de microflora con
capacidad para biodegradar fenol como Unica fuente de carbono, en las cinco
muestras de las companias involucradas en la realizacion de este trabajo; debido
a seleccién natural de microorganismos con esta capacidad metabdlica, o por,
inducclon y/o desrepresién de enzimas especificas.

- De las cinco muestras que se tomaron para llevar acabo el presente
trabajo, un total de 15 cepas fueron aisladas y caracterizadas.

- De las 15 cepas aisladas, el 54% correspondio a bacterias y el 46% a
levaduras, por lo que este dltimo grupo demuestra una contribucion muy
importante en cuanto a la biodegradacion de! fenol.

-El género Candida sp. se aisld en el 100% de las muestras evaluadas,
seguido del género Pseudomonas sp. que representd un 60%.

- La Industria de la cual se logro aislar el 33.0% de las cepas capaces de
biodegradar al hidrocarburo en estudio fue fa compailia |, fabricante de resinas.

- -S6lo el 13% de las cepas aisladas lograron desarrollar a una
concentracion de 700 mgA fenol, obteniéndose un porcentage de biodegradacion
superlor al 61% tras 72 horas de incubacion,

- Se encontrd que la concentracidn méaxima de fenol dptima para que
desarrollaran las cepas fue de 500 mg/ fenol en 24 horas de Incubacion

- De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se desprende la
posibilidad de apravechar el hecho de que gran nlimero de microarganismos son
capaces de blodegradar gran variedad de compuestos toxicos producidos durante
los pracesos Industriales, representando esta una alternativa en el tratamiento de
residuos Industriales. Para ello se requeriran establecer las condiciones dptimas
para el desarrollo de los microorganismos'y de la degradaclon del fenol.
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