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INTRODUCCION

En Argentina, las principales causas de contaminacion de las aguas superficiales tanto en areas
urbanas como rurales es el vertido de efluentes liquidos industriales y /o cloacales sin tratamiento
previo o escasamente tratados. Por este motivo estas aguas superficiales han perdido valor como
recurso recreativo, turistico y pesquero. Asimismo, en muchas ciudades del pais existen problemas
graves de contaminacion de aguas subterraneas debido a la mala disposicion de los residuos sélidos
urbanos.

Muchos compuestos aromaticos persistentes tales como clorofenoles, nitrofenoles, cresoles y
clorobenzoatos suelen encontrarse en efluentes liquidos industriales, hospitalarios, agricolas o urbanos.
(Young y Cerniglia, 1995; Mohn y Stewart, 1997). La persistencia en el medio ambiente esta relacionada con la
mayor o menor facilidad de ser degradados quimica y biolégicamente (Bath y Vaindynathan, 1995).

Estos compuestos pueden originarse como consecuencia de la degradacion parcial de moléculas
mas complejas como herbicidas, bifenilos policlorados y medicamentos (Halling-Sorensen, 1998). Los
derivados clorados, ademas pueden formarse durante el tratamiento de los efluentes por la utilizacion
de cloro en el proceso de desinfeccion.

Distintos autores han detectado en aguas superficiales y subterraneas la presencia de
metabolitos de farmacos y de drogas utilizadas para el diagnodstico vertidos con los efluentes
hospitalarios o urbanos (Kiimmerer, 2001; Stuer-Lauridsen y col., 2000; O'Nelly y col., 2000). Cabe
sefialar que se tiene poca informacioén acerca de la emision de éstas sustancias provenientes de
establecimientos y centros de atencion de salud y de la capacidad de ser degradadas en nuestro medio.

Los compuestos aromaticos mencionados son toxicos y dada su persistencia no son removidos
mediante los procesos de tratamiento convencionales pudiendo llegar a los ecosistemas ocasionando un
serio impacto ambiental que afecta directa o indirectamente a la salud de la poblacion.

La degradacion de compuestos persistentes por microorganismos especificamente seleccionados
resulta una estrategia util para la depuracion y detoxificacion de efluentes y aguas contaminadas.
(Alexander, 1994; Crawford y Crawford, 1996), por lo tanto, la biodegradacion es una alternativa
valida y ventajosa para la eliminacion de contaminantes (Nyholm, 1996).

La capacidad de los microorganismos para metabolizar compuestos orgénicos persistentes y la
velocidad a la cual la degradacion ocurre dependen de la interaccion de numerosos factores bioticos y
abidticos tales como: pH, temperatura, presencia de otros sustratos, elementos interferentes y flora
acompaiante (Crawford y Crawford, 1996; Providenti y col., 1993).



El objetivo de nuestro trabajo fue: a) seleccionar a partir de fuentes naturales microorganismos
autdctonos capaces de degradar y detoxificar compuestos persistentes cresoles, 2-clorofenol, 2,4-
diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, p-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, acido 3- clorobenzoico, b) estudiar los
factores que inciden en el proceso de biodegradacion, c) efectuar ensayos de biodegradacion a escala
laboratorio y piloto empleando efluentes sintéticos o industriales, d) evaluar la reduccion de la
toxicidad por la acciéon de los microorganismos seleccionados mediante bioensayos de toxicidad
estandarizados.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion e identificacion de microorganismos.

A partir de muestras provenientes de efluentes liquidos, suelos, aguas superficiales y
sedimentos se realiz6 la seleccion de comunidades microbianas y microorganismos autdctonos capaces
de degradar compuestos toxicos persistentes. La seleccion de microorganismos y comunidades se
realizd exponiendo las muestras a los distintos compuestos como unica fuente de carbono en medios
minimos. Los cultivos se realizaron en frascos Erlenmeyer a 28°C con agitacion plano rotatoria (200
rpm).

Los microorganismos que demostraron capacidad degradativa fueron aislados en medios
minimos agarizados suplementados con los compuestos en estudio como unica fuente de carbono

Los microorganismos seleccionados fueron sometidos a pruebas tintoriales y bioquimicas asi
como a estudios de las caracteristicas nutricionales. Se complementd la identificacion realizando
analisis de la secuencia del rDNA 16S.

Compuestos quimicos

Los compuestos utilizados: 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2.4,6-triclorofenol, m-cresol, o-
cresol, p-cresol, p-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, acido 3-clorobenzoico fueron calidad cromatografica
(Merck -Darmstadt, Alemania). Las soluciones de los compuestos fueron preparadas asépticamente en
NaOH 0,1 N estéril.

Caracterizacion de efluentes y aguas contaminadas

Los efluente y las aguas contaminadas donde se estudio el comportamiento de los
microorganismos seleccionados fueron caracterizados quimica y microbiolégicamente en base a la
determinacion de los siguientes parametros: pH, sélidos sedimentables, cloro residual, demanda
quimica de oxigeno (DQO), sustancias reactivas al azul de metileno, sustancias solubles en éter etilico,
fosforo total, nitrogeno amoniacal y sulfuros.

Todas las determinaciones se efectuardn segun lo establecido por el Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 20" edition (APHA,1998).

Ensavos de biodegradacion en reactores “batch”

Los microorganismos seleccionados fueron sometidos a procesos de adaptacion a los
compuestos en estudio como Unica fuente de carbono, para ello se realizaron siembras sucesivas en



medio minimo incubando en bafio termostatizado con agitacion plano rotatoria a 200 rpm a 28 °C
(cultivo stock).

Los ensayos de biodegradacion se llevaron a cabo en un microfermentador Multigen TA (New
Brunswick) de 1.250 mL de volumen efectivo. Se oper6 a temperatura controlada (28 °C), con
agitacion (200 rpm), aireacion , a pH 7,4 y en condiciones de esterilidad. El sistema fue inoculado con
5 mL del cultivo stoc. A diferentes intervalos de tiempo se tomaron muestras para determinar la
cantidad de compuesto y la biomasa bacteriana.

Para determinar la concentracion remanente de los compuestos en estudio las células
bacterianas  fueron separadas por centrifugacion y el sobrenadante fue analizado
espectrofotométricamente utilizando un espectrofotometro Metrolab UV 1700.

El crecimiento bacteriano fue evaluado empleando la técnica de recuento en placa (APHA,
1998).

Para asegurar la degradacion de los compuestos y la ausencia de metabolitos al finalizar los
ensayos de biodegradacion las muestras fueron analizadas por cromatografia gaseosa asociada a un
espectrometro de masa. La eficiencia de los procesos fue evaluada en términos de reduccion de la
demanda quimica de oxigeno (DQO).

Se estudio la influencia de los siguientes factores sobre la biodegradacion.: presencia de
sustratos facilmente metabolizables, presencia de compuestos analogos estructurales, concentracion de
los compuestos en estudio y pH . La eleccion de los sustratos facilmente metabolizables se realizo de
acuerdo a las caracteristicas metabodlicas de cada cepa .

Ensavos de biodegradacion en reactor de lecho fluidizado

Los ensayos de biodegradacion en flujo continuo se realizaron en un reactor aerdbico de lecho
fluidizado con recirculacién (volumen efectivo 6 litros) relleno con carbon activado granular
CARVEGAT, tipo ACCF (FACASA), construido empleando una columna de acrilico de 152 cm de
longitud y 9,2 cm de didmetro interno.

El reactor operd en condiciones ambientales (sin esterilidad) a temperatura ambiente (entre 14,8
°Cy 31,4 °C), el pH fue de 7,6 y el tiempo de retencion hidraulica de 24- 26 horas.

El reactor fue alimentado continuamente con un efluente sintético conteniendo los compuestos
en estudio y fertilizante libre de cloruros, relacion N:P:K de 10:2:6.

El reactor fue inoculado con 1 litro del in6culo obtenido en los ensayos “batch”.

Bioensavos de toxicidad

La reduccion de la toxicidad por la accion de los microorganismos o comunidades microbianas
seleccionadas se evaluo a través de ensayos de toxicidad aguda empleando Daphnia magna como
organismo de prueba. Los ensayos se llevaron a cabo conforme a la norma ISO (International Standard)
6341 (E), 1992. El resultado de toxicidad se expres6 como concentracion efectiva 50 (CE 50),
concentracion/dilucion que produce inmovilizacion del 50% de los organismos de la poblacion testeada
en un periodo de exposicion de 24 o 48 horas. Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo en muestras

tomadas al inicio y al final de cada ensayo “batch” y en la alimentacion y salida del reactor de lecho
fluidizado.



RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion y caracterizacion de microorganismos

Nuestro grupo de trabajo ha seleccionado y optimizado bacterias y comunidades bacterianas
capaces de degradar cresoles, clorofenoles, nitrofenoles, acido 3-clorobenzoico, individuales y mezclas
de estos compuestos. En la tabla 1 se muestran los principales compuestos organicos persistentes que
son metabolizados por las bacterias y/o las comunidades bacterianas seleccionadas. Las bacterias
fueron identificadas como pertenecientes a los géneros: Pseudomonas, Alcaligenes, Burkholderia,
Comamonas y Rhodococcus. Para la identificacion del género Rhodococcus se realizd ademas andlisis
de la secuencia del rDNA 168S.

Se comprobd que los microorganismos seleccionados fueron capaces de degradar altas
concentraciones de los compuestos en estudio. Las maximas concentraciones metabolizadas fueron
1000 mg/L de o-cresol, 1000 mg/l de m-cresol, 1200 mg/L de p-cresol por Pseudomonas putida AG31;
300 mg/L de 2-clorofenol por Alcaligenes sp.; 100 mg/L de 2,4-diclorofenol por Comamonas
acidovorans; 350 mg/L de 2,4,6-triclorofenol por la comunidad RS 24; 170 mg/L de p-nitrofenol por
Rhodococcus sp.; 300 mg/L de 2,4-dinitrofenol por Burkholderia cepacia; 200 mg/L de éacido 3-
clorbenzoico por Pseudomonas putida AG32; 300 mg/L de fenol, 200 mg/L de 2-clorofenol, 300 mg/L
de m-cresol por la comunidad bacteriana RR 14.

Los estudios de degradacién en reactores “batch” y continuos se realizaron empleando las
concentraciones de los compuestos en estudio que son metabolizadas en tiempos compatibles con los
tratamientos biologicos de efluentes.

Ensavos de biodegradacion en reactores “batch”

Degradacion de cresoles por Pseudomonas putida AG 31

Una cepa autoctona de Pseudomonas putida aislada de un efluente industrial demostré ser capaz
de degradar o, m y p-cresol. Se trabajé con mezclas de 100 mg/L y 200 mg/L de cada uno de los tres
isomeros. La velocidad especifica de crecimiento (pt) fue en el primer caso de 0,61 h™ y en el segundo
de 0,19 h', completandose el proceso en 14 horas y 32 horas respectivamente (Figura 1). Cambios en
el pH inicial del medio minimo a valores acidos: pH 5 o alcalinos: pH 9 no afectaron el proceso
biodegradativo. Resultados similares se obtuvieron con la presencia simultanea de sustratos facilmente
metabolizables tales como acetato o piruvato

Degradacion de 2-clorofenol por Alcaligenes sp.

Alcaligenes sp. fue capaz de degradar 100 mg/L y 200 mg/L de 2-clorofenol en 36 horas y 39
horas con una velocidad especifica de crecimiento (i) de 0,12 h™ y 0,11 h™' respectivamente, pudiendo
degradar hasta 300 mg/L en 45 horas. (Figura 2)

La biodegradacion de 100 mg/L de 2-clorofenol no se vio afectada por la presencia simultanea
acetato y piruvato ni por la variacion del pH del medio de cultivo a valores alcalinos (pH 9). A pH
acido (pH 5) disminuye la velocidad de crecimiento del microorganismo no inhibiéndose la
biodegradacion del compuesto.



Degradacion de 2,4-diclorofenol por Comamonas acidovorans

Comamonas acidovorans fue capaz de metabolizar 25 mg/L y 50 mg/L de 2,4 diclorofenol en
44 horas y 50 horas, respectivamente. La velocidad especifica de crecimiento fue en ambos casos 0,09
h' (Figura 3). Variaciones del pH del medio entre 5 y 9 o la presencia simultanea de glucosa, acetato o
piruvato no alteraron el proceso biodegradativo.

Degradacion de 2,4,6 triclorofenol por una comunidad bacteriana RS24

Una comunidad bacteriana RS24 capaz de degradar 2,4,6-triclorofenol fue aislada de aguas
superficiales contaminadas. RS 24 degrada 50 mg/L y 100 mg/L de 2,4,6-triclorofenol en 42 horas y 45
horas, respectivamente (Figura 4). Variaciones del pH del medio alteran el procesos biodegradativo:
pH acidos (menores que pH 6) inhiben la biodegradacién, mientras que a pH 9 se acelera
marcadamente el proceso obteniéndose una metabolizacion de 50 mg/L del compuesto en 30 horas.
Asimismo se observd un aumento en la cinética de degradacion tanto en presencia de sustratos
facilmente metabolizables (glucosa o acetato) como en presencia de compuestos andlogos estructurales
(fenol o 4-clorofenol).

Degradacion de p-nitrofenol por Rhodococcus sp.

Una cepa bacteriana autoctona capaz de degradar p-nitrofenol fue aislada de sedimentos de un
rio contaminado de Buenos Aires. La cepa bacteriana fue identificada como perteneciente al género
Rhodococcus. El microorganismo seleccionado fue capaz de degradar 0,36 mM (50 mg/L) y 0, 72 mM
(100 mg/L) de p-nitrofenol en 34 horas y 56 horas, con una velocidad especifica de crecimiento
() 0,18 h™' y 0,17 h™", respectivamente (Figura 5). Bajo las mismas condiciones la cepa fue capaz de
degradar hasta 1,22 mM (170 mg/L). Durante la biodegradacion de p-nitrofenol se libera nitrito como
producto del metabolismo, esto coincide con los resultados obtenidos por otros autores (Ray y col,
1999; Bhushan y col., 2000). Dado que el nitrito es un téxico ambiental se implementd un proceso
anoxico con el fin de eliminarlo del medio. La presencia de sustratos facilmente metabolizables
(glucosa o acetato) no alteraron el proceso biodegradativo

Degradacion de 2,4-dinitrofenol por Burkholderia cepacia

A partir de sedimentos de un rio contaminado de Buenos Aires se seleccion6 una cepa
bacteriana autoctona capaz de degradar 2,4-dinitrofenol. La cepa bacteriana fue identificada como
Burkholderia cepacia. El microorganismo seleccionado fue capaz de degradar 50 mg/L y 100 mg/L de
2,4 dinitrofenol en 24 horas y 38 horas, con una velocidad especifica de crecimiento (u) 0,18 h™ y 0,17
h', respectivamente (Figura 6).

Degradacion de acido 3-clorobenzoico por Pseudomonas putida AG32

Pseudomonas putida AG32 capaz de utilizar 4cido 3-clorobenzoico como unica fuente de
carbono fue seleccionada a partir de aguas superficiales contaminadas. Esta bacteria degrada 25 mg/L y
50 mg/LL de acido 3-clorobenzoico en 17 horas y 23 horas respectivamente. La velocidad de
crecimiento especifica () fue 0.43 h'. (F igura 7)



Degradacion de 2-clorofenol, fenol y m-cresol por la comunidad bacteriana RR14

Se selecciond una comunidad bacteriana autoctona capaz de metabolizar una mezcla de 100
mg/L de 2.clorofenol, 50 mg/l de fenol y 50 mg/L. de m-cresol en 38 horas. (Figura 8)Los resultados
obtenidos demostraron una remocioén de compuestos fenolicos del 99,8% y de 92,5% de DQO. Se
observd ademds una marcada reduccion de la toxicidad.

Ensavos de biodegradacion en reactores “batch” con efluentes industriales

Se realizaron ensayos de biodegradacion en reactores “batch” empleando la cepa autdctona de
Pseudomonas putida AG 31 con el fin de depurar efluentes liquidos industriales que contienen elevadas
concentraciones de cresoles. En la tabla 2 se muestran los resultados de la caracterizacion del efluente
industrial.

La metabolizacion de 200 mg/L de cada uno de los isomeros se llevd a cabo en 32 horas, no
observandose modificaciones en la velocidad especifica de crecimiento con respecto a los ensayos
realizados en medio minimo (Figura 9). La eficiencia del proceso expresada en términos de remocion
de cresoles y de DQO fue de 99,9 % y 92,7 %, respectivamente. No se detectd toxicidad al final del
proceso (CE 50 24 horas expresada en % v/v mayor de 90).

Cabe destacar la capacidad degradativa de la cepa seleccionada en condiciones ambientales y en
presencia de los contaminantes quimicos y biologicos del efluente.

Ensavos de biodegradacion en reactor de lecho fluidizado con efluentes sintéticos

Se efectuaron ensayos de biodegradacion en reactor de lecho fluidizado con efluentes sintéticos
conteniendo 2-clorofenol, (100 mg/L), fenol (50 mg/L) y m-cresol (50 mg/L) empleando la comunidad
bacteriana RR14 (Figura 10).

Los resultados obtenidos demostraron una remocidén de compuestos fenolicos del 99,8% y de
94,4% de DQO. Se observo ademas una total reduccion de la toxicidad.

Es importante sefialar que la biomasa de microorganismos degradadores en el reactor se
mantuvo constante y que esta se desarrolld a partir de un solo indculo inicial, siendo innecesaria una
reinoculacion del sistema.

Se comprobo la completa degradacion de los compuestos fendlicos y la ausencia de metabolitos
mediante cromatografia gaseosa realizadas a la salida del rector (Figura 11).

Bioensavos de toxicidad

Los resultados de los bioensayos de toxicidad realizados con Daphnia magna demostraron la
capacidad de Pseudomonas putida AG31y Rhodococcus sp. para detoxificar cresoles y p-nitrofenol,
respectivamente. Los valores de CE50 24 horas obtenidos fueron superiores a 90 % en ambos casos.

Los estudios de biodegradacion de 2-clorofenol con Alcaligenes sp. y de 2,4-diclorofenol con
Comamonas acidovorans demostraron la capacidad de los microorganismos para disminuir
marcadamente a toxicidad: CE 50 24 h inicial: 2,3% v/v; CE 50 24h final: 34,5% v/v y CE 50 24 h
inicial: 8,9 % v/v; CE 50 24 h final: 34,5 % v/v), respectivamente.

En los ensayos de biodegradacion realizados con la comunidad bacteriana RR14 los resultados
obtenidos tanto a la entrada del reactor de lecho fluidizado como al inicio del reactor “batch” mostraron
elevados niveles de toxicidad, con valores medios de CE 50 24 horas de 0,7% v/v. A pesar de los
elevados porcentajes de remocioén de compuestos fendlicos, las muestras tomadas del reactor “batch” al



finalizar cada ensayo resultaron toxicas (CE 50 24h: 40,6 % v/v) de acuerdo a las recomendaciones de
la Agencia de Proteccidon Ambiental de Estados Unidos (EPA, 1991). Sin embargo, no se detectd
toxicidad a la salida del reactor continuo, la heterogeneidad de los organismos en equilibrio presentes
en este sistema resulta ventajosa analizada en términos de remocion de toxicidad respecto al sistema
“batch”.

En todos los ensayos se logré una remocion de los compuestos tal que la concentracion al final
del proceso de biodegradacion se encuentra por debajo de los limites de descarga permitidos por la
legislacion vigente. Ademads, se comprobd la capacidad de los microorganismos para reducir la
toxicidad de los compuestos en estudio.

Los ensayos realizados con efluentes industriales permitieron demostrar que la presencia
simultanea de otros contaminantes y de flora acompanante no afectan los procesos biodegradativos.

Los resultados obtenidos en el reactor de lecho fluidizado adquieren singular importancia si se
tiene en cuenta que conforme a lo establecido por la ley de Residuos Peligorosos (Ley 24051/92) y su
decreto Reglamentario (Decreto 830/93), la toxicidad es una de las caracteristicas que identifican a un
residuo como peligroso.

Este estudio pretende posibilitar tanto la planificacion de métodos de biodepuracién de
efluentes liquidos como el uso potencial de los microorganismos hallados en la biorecuperacion de
ecosistemas acuaticos contaminados.
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TABLA 1

Microorganismo Compuesto Concentracion
(mg/L)
Inicial Final % Remocion

Pseudomonas putida AG 31 0, my p-cresol 592 ND 99,9
Alcaligenes sp 2-clorofenol 300 3,6 99,8
Comamonas acidovorans 2,4-diclorofenol 50 4,0 92,0
Comunidad bacteriana RS24 2,4,6-triclorofenol 100 1,0 99,0
Rhodococcus wratislaviensis p-nitrofenol 100 ND 99,9
Burkholderia cepacia 2,4-dinitrofenol 100 1,4 98,6
Pseudomonas putida AG2 acido 3-clorobenzoico 50 4,0 92,0
Comunidad bacteriana RR14 2-clorofenol, fenol y m-cresol 210 ND 99,8
Pseudomonas putida AG31 0, my p-cresol 590 ND 99,9
reactor “batch”, efluente industrial

Comunidad bacteriana RR14 2-clorofenol, fenol y m-cresol 197 ND 99,8
Reactor lecho fluidizado, efluente

sintético

ND: no detectable

TABLA 2
Caracterizacion del efluente industrial

Parametro

pH 7,2
Soélidos Sedimentables en 10 minutos (ml/L) <0,1
en 2 horas (ml/L) 0,1
Cloro residual total (mg/L) ND
Demanada Quimica de Oxigeno (DQO) (mg/L) 1210
Sustancias Reactivas al Azul de Metileno (mg/L) 0,2
Sustancias Solubles en Eter Etilico (mg/L) <10
Fosforo total (mg/L) 1,2
Nitrogeno Amoniacal (mg/L) 12
Sulfuros (mg/L) <0,1
Cresoles (mg/L) 590

ND: No detectable



