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7. JUSTIFICACION

Por las caracteristicas de estabilidad que presentan los BPC’s resulta dificil su
disposicion y tratamiento, algunos de estos procesos son los métodos fisicos,
quimicos y biolégicos; de ellos, los cominmente empleados son la incineracion e
hidrodecloracion catalitica (Lopez et al., 2001). Muchos métodos biologicos se han

aplicado en la investigacion (Gomes et al., 2013).

Estudios recientes de sistema de remocion biolégica, han evidenciado que
Pseudomona putida KF715, ha desarrollado el mecanismo de meta-ruptura para la
degradacion de BPC’s (Furukawa et al., 2004). La transformacion de BPC's se
realiza por dos procesos, anaerobio y aerobio. Los procesos anaerobios,
remueven los cloros del anillo bifenilico sin causar ninguna dafio a su estructura,
mientras que los procesos aerobios oxidan al anillo, lo cual genera compuestos

carbonados mas pequerfios y oxidados (Gémes et al., 2013).

Los bifenilos altamente clorados (CI>5) son mas dificiles de degradar. Sin
embargo, Furukawa y Fujihara (2008) destacan a Delalococcoides,
Thermonagales, Chloroflexi como cepas degradadoras de dichos compuestos,
mientras que los bifenilos menos clorados (Cl<4) han sido mineralizados
aerObicamente por varios uniones microbianas estudiados en laboratorio;
Abramowickz (1990) reporté que las cepas encargadas de realizar esta funcion
son Alcaligenes sp, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas sp.
Acinetobacter sp. Mientras tanto Cisneros, 2011 reporté el uso de Acinetobacter

calcoaceticus en la degradacién de fenol.

Por ello la biodegradacion de los BPC’s por microorganismos resulta una buena
alternativa para eliminar su presencia del contorno, y este trabajo se valorara esta

nueva tecnologia para la remediacion de suelos y sedimentos contaminados.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los parametros cinéticos de Acinetobacter calcoaceticus en cultivo
liquido utilizando como sustrato decaclorobifenilo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar la cepa Acinetobacter calcoaceticus utilizando BPC’s como fuente
de carbono.

e Determinar la concentracibn maxima no inhibitoria.

e Realizar la curva de crecimiento a diferentes concentraciones de
decaclorobifenilo.

e Determinar los parametros cinéticos de la cepa Acinetobacter calcoaceticus
utilizando como sustrato decaclorobifenilo.



5. PROBLEMAS A RESOLVER

Al finalizar el proyecto “Evaluacion de parametros cinéticos de Acinetobacter
calcoaceticus en cultivo liquido usando como sustrato decaclorobifenilo”, se
pretendid reconocer los productos de degradacién y/o destitucion de BPC’s
mediante el uso de Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02 en medio liquido usando

como unico sustrato decaclorobifenilo.



4. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

8.1.- Cepa

La cepa utlizada durante el desarrollo del experimento fue Acinetobacter
calcoaceticus ya que ésta ha sido usada en la degradacion de fenol por Cisneros,
(2011). La cepa pura se conservo en congelador marca Revco ™ UxF, en tubos

eppendorf con medio LB y glicerol al 30% a -20°C.
8.1.1-Reactivacion de la cepa

La cepa contendida en él tuvo se sembr6 en medio rico en sales para su
reactivacion. El medio de cultivo para reactivar la cepa estuvo compuesto como
sigue: 10 g de manitol, 0.5 g de Kz2HPO4, 0.2 g MgSO4, 0.1 g de NaCl, 3 g CaCOs,
3 g de extracto de levadura, 15 de agar bacteriolégico y 2.5 mL de rojo Congo al
1%. Todos fueron disueltos en un litro de agua destilada, se esterilizo a 121 Ib por
15 minutos en una autoclave, se coloco de 20- 25 mL de medio en cajas Petri.
Para inocular la cepa se tomaron 5 uL del tubo con cultivo y se adiciono a las
cajas Petri usando la técnica de estria cruzada. Subsiguientemente se incubo a
30°C por 24 horas en una incubadora. Para evaluar la viabilidad de la cepa, se
tomo 1 uL del tubo con cultivo, se coloc6 en un portaobjetos y se tifio con azul de
metileno al 0.1%, colocandose el portaobjetos en el microscopio éptico y se

observo en el objetivo 100X.
8.1.2.-Adaptacion del inéculo a fenol.
La cepa Acinetobacter calcoaceticus ya reactivada, se inoculo en medio mineral

salino (MMS) la composicion fue la siguiente: 5 g de NH4Cl, 1.5g de K2HPO4, 0.5g
de KH2POg4, 0.2g de MgSOa4+ 7H20, 0.01g de extracto de levadura, 0.25 de
CeHeO, se adiciono agua destilada, después se esterilizo a 121 Ib por 15 minutos

en autoclave, se tomaron 50 mL del medio y se colocaron en un matraz

enlemeyer, se adiciond una suspension de Acinetobacter calcoaceticus en una



proporcion de 10 % (v/v), los matraces se incubaron a temperatura ambiente (25-

30°C), con una agitacion de 150 rpm.

Ya la cepa adaptada a fenol se procedio a realizar la curva patrén de crecimiento
de la cepa Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02, esto se realiz6 por 14 horas, se
midié el aumento de biomasa por densidad Optica a una longitud de onda de 600

nm
8.1.2.1 Adaptacion del inocul6 a Aroclor 1242, 1254,1260.

Después de la adaptacién de la cepa a fenol, se procedié a adaptar a Aroclor, en
diferentes grados de cloracion (1242, 1254, 1260), esto en medio Mineral Salino
sin fenol, se preparo y esterilizo el medio, dejdndose enfriar se adiciono 22.5 mL
de medio y después 2.5 mL de Aroclor; se dej6é en agitacion a 120 rpm por 24
horas. Después se adiciono 2.5 mL de la cepa crecida en fenol; el crecimiento se
observé por turbidez del medio. Se llevd a cabo primero con Aroclor 1242,

después con Aroclor 1254 y finalmente Aroclor 1260.

8.1.2.2. Adaptacion del inocul6 a decaclorobifenilo.

El inoculo adaptado a fenol, sirvi6 como muestra para la siembra en
decaclorobifenilo con medio mineral salino sin fuente de carbono; dejandose en
agitacion a 125 rpm a temperatura ambiente, y se midié el aumento de biomasa

mediante la densidad éptica A=600 nm cada 24 horas.
8.2.- Disefio experimental

Para este experimento se usé un disefio experimental Categérico Individual, que
consiste en un factor (decaclorobifenilo) y 4 niveles para este factor: 0, 25, 50y 75

ppm y tres repeticiones.



A continuacion es detallado el disefio

Tabla 3.- Disefio experimental Categorico Individual, usado para la degradacion de

decaclorobifenilo por Acinetobacter calcoaceticus

Factor Niveles
Concentracion de BPC’s 0 25 50 75
Variable de respueta Concentracion de BPC’s

8.3.- Desarrollo del experimento

Se adiciono a un matraz erlemeyer, 50 mL de medio MMS con decaclorobifenilo.
Para preparar el contaminante, se tom6 1 mg de decaclorobifenilo, el cual se
disolvio con 100 mL de pentano, esta solucion tuvo una concentraciéon de 1000
ppm, a partir de esta solucion se hicieron diluciones hasta obtener las
concentraciones de 25, 50 y 75 ppm (Adesbusoye et al., 2007). Se adicionaron al
matraz una suspension de Acinetobacter calcoaceticus en una proporcion de 10 %
(v/v), el matraz se incubo a temperatura ambiente (25- 30°C), con una agitacién de
150 rpm por 162 horas, se realizaron monitoreos cada 2 horas hasta las 24 horas
y hasta las 36, después se hicieron los monitoreos cada 36 horas, esto se realizo

por triplicado y con su respectivo blanco (Cisneros, 2011).
8.3.1.-Extraccion de decaclorobifenilo

Al matraz con medio se le adicion6 pentano (1:1), para obtener un buen mezclado
se usoO vortex por 5 minutos, después se hizo una extraccion organica-acuosa,
repetiendosé dos veces para la fase acuosa recuperada; se dejo concentrar por

24 horas en la campana de extraccion (Adebusoye et al., 2007).



8.3.2.-Cuantificacion de decaclorobifenilo

Se tomaron tubos Falcon con la muestra extraida y concentrada en 1 mL
aproximadamente para resuspenderlas en 5 mL de pentano (98%), utilizando una
pipeta de 5mL. La muestra se agito durante 5 min en un Vortex. Después la
muestra de 1pL se inyecto con una microjeringa de 10uL a un cromatografo de
gases (GC) con detector de espectrometria de masas (EM), empleando una
columna cromatografica PE-XLB con dimensiones 30m x 0.25um x 0.25mm,
utilizando como gas acarreador He a 16 psi, la temperatura de inyeccién sera de
110°C, la del detector de 150°C y la temperatura inicial 110°C por 0.5 min. El
programa de temperaturas sera de 110°C - 300°C - 15°C/min y de 300°C - 320°C
por 5 min y la temperatura final fue de 320°C, mientras que el flujo se mantuvo a
1.4 mL/min, el equipo estard en modos Splitless, en un intervalo de 50- 500

unidades de masa atomica (amu) (EPA, 2003).

Previamente a la lectura de las muestras en el CG se realizé una curva patrén de
pentano con concentraciones conocidas de BPC’s desde 5- 100 ppm, se inyecto
1uL de las soluciones preparadas, el estandar del experimento fue el
decaclorobifenilo (EPA, 2003).



5. RESULTADOS

Reactivacion de la cepa:

En la figura 5, podemos observar el crecimiento de Acinetobacter calcoaceticus en
caja, se observan colonias concavas, lisas, opacas, con diametro de 0.1-0.5 mm,
mucosas Yy redondas.

Figura 5.- Acinetobacter calcoaceticus
(crecimiento en caja).

Después de la reactivacion de la cepa se realizo la tincion de Gram, observandose
coco bacilos, Gram negativos (figura 6).

Figura 2.- Foto microscépica de
Acinetobacter calcoaceticus.



Adaptacion adiferentes sustratos

Se observé que la cepa Acinetobacter calcoaceticus presentd la mayor lectura de
densidad o6ptica (DO) a los 5 dias utilizando como Unica fuente de carbono al
fenol, después se realizd su respectiva cinética de crecimiento, como podemos
apreciar en la gréafica 1.

16

Tiempo (horas)

Gréfica 1.- Cinética de crecimiento de Acinetobacter calcoaceticus en fenol.

Podemos observar que de la hora 0-6 esta en la fase de adaptacion, arrancando
su fase exponencial de la hora 8-12, después entra a fase estacionaria.

Después de realizar esta cinética se procedio a inocular en diferentes Aroclores,
los cuales se muestran en la tabla 4, asi tambien podemos observar la densidad
optica de los diferentes Arocolores usados al dia O y al dia 5, con ello demostrando
el crecimiento y a su vez la capacidad que tiene la bacteria para crecer en este
sustrato.



Tabla 4.-Densidad 6ptica obtenida con los diferentes Aroclores usados.

Dia 0 Dia 5
Aroclor 1242 0.079 0.294
Aroclor 1254 0.076 0.305
Aroclor 1260 0.078 0.278

En cuanto a la adaptacion del inoculo a decaclorobifenilo se refiere, esto se
demuestra por medio de la densidad optica y a continuacion se muestra la cinetica
de adaptacion (grafica 2).
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Grafica 2.-Cinética de adaptacion de Acinetobacter calcoaceticus en
decaclorobifenilo.



6. CONCLUSION

Por su naturaleza, los BPC’s son dificiles de degradar . La biodegradacion que
para muchos contaminantes es el principal mecanismo de degradacion, es
limitada , ya que la dificultad de su degradacion se atribuye a su estrucutura
quimica estable (gran tamafio molecular y alto nimero de cloros), a su caracter
xenobidtico y a su baja biodisponibilidad, dada su baja solubilidad en agua y

fuerte adsorcion en el suelo.

Para llevar a cabo la degradacién microbiana (bioaumentacién microbiana) de un
sitio contaminado con BPC’s hay que tener en cuenta que la contaminacion es una
mezcla de congéneres. Esto es especialmente clave cuando se trata de
degradacion bioldgica. Las enzimas que catalizan la degradacion presentan un
rango limitado de moléculas que pueden ser degradadas y hasta la fecha, no hay
bacteria que degrade al BPC’s en su totalidad, por ello es mejor contar con la

comunidad microbiana.

Por lo tanto , el éxito de la biorremedacion para tratar estos compuestos todavia
es limtado. Por ello, las técnicas mas usadas en el control de de la contaminacién
por estos compuestos son la incineracién , la excavacon y disposicién en rellenos
sanitarios de seguridad y el aislamiento del contaminante en el sitio, mediante
capas que eviten o disminuyan su dispersién y su contacto con organismos del

tope de la piramide tréfica.

La degradacion secuencial anaerdbica-aerdbica es especialmente importante para
BPC’s, ya que los congéneres con mayor numero de cloros se transforman
exclusivamente en condiciones anaerdbicas en procesos de deshalogenacion
reductiva y los productos de declorinacion, congéneres de menor numero de

cloros, se degradan exclusivamente en condiciones aerébicas.

El metabolismo anaerobico de BPC’s se produce mediante deshalogenacion

reductiva. EIl proceso mas comun es la desclorizacién de un cloro en posicion



meta o0 para situados entre dos cloros. El que lo sigue es la declorizacion de cloro

en posicidon meta o para situados al lado de un cloro.

La biodegradacion de BPC's ocurre, con enzimas no especificas o mediante
enzimas altamente especificas que tienen como objeto  aprovechar tales
moléculas como fuentes de nutrientes y/o energia que aporta el crecimiento de

dichos microorganismos.

Por lo tanto se considera que la bacteria del género Acinetobacter degrada
hidrocarburos del suelo con una eficacia del 70% ya que se observo degradacion
de BPC's.



7. RECOMENDACIONES

Los estudios de degradacion para valorar el potencial y condiciones
medioambientales para el éxito de la biorremediacion de un lugar contaminado,
deben de ser desarrollados bajo condiciones controladas para poder determinar
los porcentajes de remocién del contaminante, bajo determinadas condiciones

fisicas, quimicas y biolégicas en el lugar.

§. COMPETENCIAS DESARROLLADAS Y/O APLICADAS

-Capacidad de organizar y planificar.

-Capacidad de analisis y sintesis.

-Analisis y solucién de problemas.

-Toma de decisiones.

-Capacidad para trabajar en equipo.

-Capacidad de aplicar los conocimientos en la practica.
-Capacidad de adaptarse a nuevas situaciones.

-Habilidades de investigacion.
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